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RESUMEN/SUMMARY






Resumen

“Caracterizacion de distintos Péptidos Antimicrobianos con actividad
frente a hongos Fitopatégenos de interés Agroalimentario”

Los problemas derivados del uso de fungicidas en agricultura justifican
la busqueda de nuevos compuestos activos y estrategias de control que los
sustituyan de una manera eficaz y segura tanto para el medio ambiente como
para los consumidores. Una alternativa prometedora es la aplicacion de
péptidos antimicrobianos, inhibidores del crecimiento de microorganismos

patégenos.

Durante el desarrollo de este trabajo hemos identificado y caracterizado
distintos péptidos con actividad antimicrobiana frente a hongos fitopatdégenos
de interés agronémico. Debido a sus propiedades, hemos seleccionado el
hexapéptido PAF26 como péptido de referencia. Su actividad 7z vitro e in vivo ha
sido caracterizada en detalle y comparada con otros péptidos de origenes
diversos, incluyendo péptidos de mamiferos (como los péptidos derivados de
la lactoferricina o la indolicidina) y de insectos (como la melitina), asi como
otros que provienen de estudios de identificacion de novo de péptidos. PAF26 es
un péptido preferentemente antifingico con propiedades fungicidas sobre
conidios del hongo Penicillinm digitatum y ausencia de actividad hemolitica sobre
glébulos rojos humanos. También se ha caracterizado con detalle su modo de
accion frente a P. digitatum, y comparado sus propiedades con las del péptido
citotoxico melitina. Se ha marcado PAF26 con fluoresceina y se ha visualizado
mediante microscopia confocal su interacciéon con distintas estructuras del
hongo y su posterior translocaciéon al interior celular. Ademas, PAF26 ha
servido como compuesto lider en la generacién de una serie de heptapéptidos
derivados con distintos perfiles de actividad antimicrobiana, en algunos casos
especificos para determinados microorganismos. Los distintos péptidos
estudiados se han aplicado en condiciones experimentales de postcosecha a
través de bioensayos de control de las podredumbres de frutos citricos
producidas por P. digitatum. Las propiedades antifingicas de los péptidos PAF
les confieren capacidad protectora incluso a concentraciones tan bajas como
4 uM, convirtiéndolos en buenos candidatos para su aplicaciéon en

conservacion postcosecha.






Summary

“Characterization of different Antimicrobial Peptides with activity
against Phytopathogenic Fungi of Agronomic relevance.”

Problems derived from use of fungicides in agriculture have made it
necessary to search for novel active compounds and control strategies that
effectively replace them, while lowering the negative impact on consumer
health and the environment. A promising alternative is the use of antimicrobial

peptides, capable of inhibiting the growth of pathogenic microorganisms.

During the development of this work, we have identified and
characterized several peptides with activity against phytopathogenic fungi of
agronomic relevance. Due to its properties, we have selected the hexapeptide
PAF26 as a reference peptide. The 7z vivo and 7n vitro activity of PAF26 has
been further characterized and compared with that of peptides from distinct
origins, including mammalian peptides (such as lactoferricin-derived peptides
or indolicidin), peptides from insects (i.e. melittin), as well as peptides obtained
from de novo peptide identification studies. PAF26 is mostly an antifungal
peptide with fungicidal properties against Penicillium digitatum conidia and
absence of hemolytic activity to human red blood cells. Also, its mode of
action towards the fungus P. digitatum has been characterized in detail and its
properties compared to those of the cytolytic peptide melittin. PAF26 has been
labelled with fluorescein to visualize its interaction with different fungal
structures and subsequent translocation inside the cell. In addition, PAF26 has
been used as a leader peptide to derive novel heptapeptides with distinct
antimicrobial activity profiles and microorganism specificity. Finally, peptides
studied in this work have been applied under simulation of postharvest storage,
by means of bioassays to control citrus fruit decay caused by P. digitatum.
Antifungal properties of PAF peptides confer protection even at
concentrations as low as 4 pM under these assay conditions, and reveal them as

good candidates to future development as postharvest preservatives.






Resum

“Caracteritzacio de distints Péptids Antimicrobians amb activitat
enfront de fongs Fitopatogens d'interés Agroalimentari”

Els problemes derivats de 1'is de fungicides en agricultura justifiquen la
recerca de noves substancies actives i estratégies de control que els
substituisquen d'una manera eficag i segura tant per al medi ambient com per
als consumidors. Una alternativa prometedora a l'utilitzacié de fungicides és
l'aplicacié de peptids antimicrobians (AMP), inhibidors del creixement de

microorganismes patogens.

Durant el desenvolupament d'aquest treball hem identificat i
caracteritzat distints peptids amb activitat antimicrobiana enfront de fongs
fitopatogens d'interés agronomic. Per les seues propietats, hem seleccionat
I'hexapeptid PAF26 com a peptid de referencia. La seua activitat 7 vitro 1 in vivo
ha sigut caracteritzada i comparada amb altres péptids d'origens diversos,
incloent peptids de mamifers (com els peptids derivats de la lactoferricina o
l'indolicidina) i d'insectes (com la melitina), aixi com altres que provenen
d'estudis d'identificaci6 de novo de peptids. PAF26 és un peptid preferentment
antifingic amb propietats fungicides sobre conidis del fong Penicillinm digitatum
i absencia total d'activitat hemolitica sobre globuls rojos humans. També s'ha
caracteritzat amb detall el seu mode d'accié enfront de P. digitatum, 1 s'han
comparat les seues propietats amb les del peptid citotoxic melitina. S'ha marcat
PAF26 amb fluoresceina visualitzant-se per microscopia confocal la seua
interaccié amb distintes estructures del fong i la seua posterior translocacio a
l'interior cel lular. A més, PAF26 ha servit com peptid lider en la generacié
d'una serie d'heptapeptids amb distints petfils d'activitat antimicrobiana, en
alguns casos especifics per a determinats microorganismes. Els distints peptids
estudiats s'han aplicat en condicions experimentals de postcollita fent servir
bioassajos de control de la podridura de fruits citrics produits per P. digitatum.
Les propietats antifungiques dels peptids PAF els conferixen capacitat
protectora fins i tot a concentracions tan baixes com 4 uM, convertint-los en

bons candidats per la seua aplicacié en conservacid postcollita.






INTRODUCCION






Introduccion

El desarrollo de la agricultura fue fundamental en el surgimiento de
nuestra civilizacion. Hoy en dia, la produccién agraria sigue siendo una fuente
primaria y esencial de alimento y de recursos para el hombre. Por este motivo,
adquiere especial importancia el estudio de las enfermedades vegetales. Su
conocimiento permite el desarrollo de métodos de control efectivos y
apropiados que se han convertido en una de las claves fundamentales en el

mantenimiento sostenible de nuestros recursos.

Una estimacion de las pérdidas globales que se ocasionan en agricultura
se cifra en torno al 35% de la produccion anual por término medio (Knight ez
al., 1997; Oerke, 1999; Agrios, 2004), por un lado debido a factores abidticos
(condiciones climatolégicas y medioambientales) y por otro a factores bidticos,
entre los que se encuentran los insectos y las enfermedades ocasionadas por
agentes infecciosos (virus y viroides, bacterias y molicutes, hongos, nematodos,

protozoos o plantas superiores parasitas).

A mediados del siglo XIX, la epidemia producida en cultivos de patata
en Irlanda y el norte de Europa provocd una hambruna y la muerte de un
millén de personas, asi como un movimiento demografico hacia América de
mas de un millén y medio de europeos. Fue el cientifico aleman Anton deBary,
considerado el padre de la fitopatologia, quien en 1861 finalmente establecié
experimentalmente que la causa de esta epidemia fue el hongo
Phytophthora infestans, tras anos de estudios microscopicos sobre la naturaleza y

desarrollo de los hongos y su relaciéon con las enfermedades de las plantas.

En la actualidad, ya conocemos que los hongos fitopatégenos son los
principales agentes infecciosos en plantas, produciendo enfermedades y/o
sustancias toxicas para la salud humana que repercuten en pérdidas
econémicamente importantes en el rendimiento de los cultivos (Knogge,
1996a). Su control ha sido cada vez mas dependiente del uso de fungicidas
quimicos. Sin embargo, muchos de los fungicidas utilizados habitualmente son
toxicos para microorganismos no diana y para animales, pudiendo llegar a serlo
también para los humanos. En la actualidad, una gran parte de la investigacion
en fitopatologia se centra en la busqueda de nuevas alternativas al uso de estos
compuestos, capaces de reducir las pérdidas del producto sin reducir su

calidad, salvaguardando al mismo tiempo nuestra salud y la del medioambiente.
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Este estudio se enmarca en la busqueda de alternativas para el control
de las enfermedades producidas por hongos fitopatégenos. En concreto, en la
identificaciéon y caracterizacion de péptidos antimicrobianos como
potenciales agentes de control frente a hongos fitopatdégenos de interés
agroalimentario. Especialmente trabajaremos en las podredumbres que se
ocasionan en frutos vegetales durante su postcosecha y comercializacion,
centrando nuestro interés en los frutos citricos y en las especies de hongos

patégenas de éstos de mayor importancia.

Los citricos constituyen el primer cultivo frutal del mundo, con una
produccién de 108 millones de toneladas y una superficie de 7,4 millones de
hectareas (FAO, 2005, http://www.fao.otg/). En Espafia también constituyen
el principal cultivo frutal, con una produccién de 6,1 millones de toneladas y
una superficie de 300.000 hectareas, de la cual el 68% se encuentra en la
Comunidad Valenciana (MAPA, 2005, http://www.mapa.es). Nuestro pals es
el quinto productor de citricos (después de Brasil, EE.UU., China y México) y
el primer exportador de fruta fresca a nivel mundial, por lo que las condiciones

de conservaciéon postcosecha adquieren especial relevancia.

1. HONGOS FITOPATOGENOS: IMPORTANCIA Y CONTROL.

Los hongos constituyen un amplio grupo de organismos eucariotas, de
nutricion heterétrofa y que ocupan la mayor parte de los habitats terrestres. La
mayoria de las mas de 100.000 especies conocidas de hongos son saprofitas
estrictas, es decir, viven sobre una matriz de tejido organico muerto al que
ayudan a descomponerse. Muchos de ellos son macroscopicos y algunos
también comestibles. Aproximadamente el 10% del total de especies de hongos
conocidas son capaces de colonizar tejidos vegetales y s6lo una fraccién menor
(unas 8.000) es capaz de producir enfermedades en las plantas (Schifer, 1994;
Knogge, 1996a). Por el contrario, sélo unas 50 especies de hongos son
patégenas de humanos y animales, y la mayor parte de ellos causan

enfermedades superficiales en la piel (dermatofitos).
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1.1. Los hongos como patogenos de plantas.

Todas las plantas son atacadas por varios tipos de hongos; asi mismo,
algunos de los hongos patdgenos pueden infectar y causar enfermedad sobre
varios tipos de plantas (Agrios, 2004). El efecto nocivo de los hongos se debe a
su capacidad para destruir fisicamente los tejidos de la planta, alterar la
fisiologia vegetal reduciendo el crecimiento de toda la planta o de 6rganos
determinados, o producir toxinas que afectan tanto a plantas como animales.
Algunos hongos, conocidos como biotrofos, pueden crecer y multiplicarse
manteniéndose durante todo su ciclo de vida en la planta huésped, viviendo y
obteniendo nutrientes sin causar la muerte. Otros son necrotrofos, en una
parte de su ciclo vital requieren una planta huésped pudiendo crecer sobre
tejido muerto o producir la muerte celular para absorber los nutrientes del
tejido muerto. Muchas infecciones empiezan con una fase biotréfica que se
convierte mas tarde en necrotréofica. Algunos hongos son simbiontes
facultativos, creciendo tanto libres como asociados a plantas, y otros son

simbiontes obligados, creciendo solo si estan asociados a plantas.

1.1.1. Hongos de importancia en agricultura.

Existe una gran variedad de géneros de hongos de importancia
agronémica y alimentaria, causantes de pérdidas tanto en el campo durante el
cultivo como en las posteriores etapas de recoleccién, almacenamiento y
distribucién, ya sea el 6rgano aprovechable el fruto, tallo, hojas, raices o
tubérculos de la planta (Agrios, 2004; Strange y Scott, 2005). Dentro de esta
variedad destacaremos algunos géneros y especies de importancia en
agricultura y ampliamente caracterizados en fitopatologia (Xu e# al., 2006) que

han sido estudiados en este trabajo.

Magnaporthe grisea es el responsable de la piriculariosis del arroz, la
enfermedad que produce las mayores perdidas en el cultivo de este cereal a
nivel mundial (Figura 1A). Por su importancia econémica, la interaccion arroz-
M. grisea representa un sistema modelo en el estudio de las interacciones planta-
patoégeno, y el proceso de infecciéon por este hongo ha sido ampliamente
estudiado (Talbot, 2007). Ademas, se ha obtenido la secuencia completa de su
genoma, que contiene al menos 11.000 genes (Dean e af., 2005). Este avance

esta permitiendo la realizaciéon de estudios de gendémica funcional con este
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patégeno (Jeon et al, 2007). La combinacion de la informaciéon genética
disponible de este hongo con la del ya publicado genoma del arroz
(Oryza sativa) (Yu et al., 2002) permitira el estudio de esta interaccion a escala
gendmica, ayudando a dilucidar mecanismos de infeccion del patdégeno asi

como las respuestas de defensa de la planta.

Fusarium sp. es un hongo causante de enfermedades vasculares en
muchos vegetales y flores, plantas ornamentales y cultivos en campo. La
especie mas representativa y conocida es F. oxysporum (Figura 1C), que estd a su
vez compuesta por numerosas formae speciales, morfolégicamente similares pero
con marcada especificidad de huésped (Ortoneda ez al, 2004). También de
importancia son F. culmorum, F. solani y F. graminearnm. Esta Gltima especie, uno
de los mayores patégenos de trigo y cebada, ha sido muy estudiada a nivel
molecular y su genoma también esta totalmente secuenciado y accesible en las
bases de datos publicas (Goswami y Kistler, 2004; Cuomo e7 al., 2007).

Botrytis cinerea es uno de los fitopatégenos mas comunes y afecta a
mas de 200 especies de plantas, produciendo distintas manifestaciones de la

llamada podredumbre gris (Figura 1D). Ataca tanto a frutos como a partes

Figura 1. Fotogratias de distintas enfermedades causadas por hongos fitopatdégenos.
(A) Piriculiariosis causada por Magnaporthe grisea en hojas de arroz, (B) Podredumbre
blanda de Phytophthora infestans en tubérculos de patata, (C) Marchitamiento de
Fusarium oxysporum en hojas de remolacha, (D) Podredumbre gris de Botrytis cinerea en
racimos de uva y (E) Podredumbre de Penicillium expansum en frutos de manzana.
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vegetativas, preferentemente a plantas debilitadas, jovenes o senescentes.
Debido a esta promiscuidad, este es otro de los hongos elegidos como
modelos de estudio en fitopatologia y ha sido ampliamente caracterizado desde
distintas aproximaciones experimentales (van Kan, 2006; Williamson e# al.,
2007). Recientemente se ha llevado a cabo la secuenciaciéon de su genoma
(http:/ /www.broad.mit.edu/annotation/fgi/) (Broad Institute, USA).

Otros ejemplos de hongos de relevancia son: Phytophthora sp., causante
de una gran variedad de devastadoras enfermedades en varios tipos de plantas
(a especie mas conocida es P. infestans) (Figura 1B); Rhigopus sp., patogeno
ampliamente distribuido por todo el mundo y causante de podredumbres
blandas en frutos y vegetales; _Alfernaria sp., causante de enfermedades
comunes en muchos tipos de plantas, afectando a hojas, flores, frutos o incluso
también a los troncos de algunos arboles como los de citricos o al manzano;
Colletotrichum sp., responsable de la enfermedad de la antracnosis en numerosas
hortalizas y frutos frescos; Aspergillus sp., patébgeno comuin de granos de
cereales y leguminosas almacenados, ademas de productor de importantes
toxinas (aflatoxinas); y dentro del amplio género Penicillinm sp., un determinado
numero de especies responsables de podredumbres postcosecha muy comunes
(Figura 1E).

1.1.2. Proceso de infeccion de hongos fitopatogenos.

El desarrollo de la enfermedad es el resultado de la interaccién del
hongo con la planta segin una secuencia de etapas que pueden resumirse en
cuatro (Schifer, 1994; Knogge, 1996b): (1) unioén a la superficie de la planta, (2)
germinacion sobre dicha superficie y formacion de estructuras de infeccion, (3)

penetracion en el huésped, y (4) colonizacion de los tejidos del huésped.

Los hongos fitopatégenos muestran una variedad de especificidad hacia
la planta o el 6rgano al cual infectan. En cualquier caso, la infecciéon del hongo
precisa del contacto y la adherencia a la superficie vegetal de las esporas
y/o de la primera hifa que resulta de su germinacién (tubo germinativo). La
germinacion se produce cuando se dan (entre otras) las condiciones adecuadas
de temperatura, humedad y disponibilidad de nutrientes. En muchos casos es

dificil delimitar los procesos de uniéon a la superficie, germinaciéon vy
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penetracion. Los mecanismos bésicos de estos procesos han sido poco

estudiados.

La penetracidon se puede producir a través de heridas causadas por
procesos naturales, practicas agricolas o ataques por insectos, o a través de
aberturas naturales como las lenticelas en tallos y frutos, y los estomas en las
hojas. Otros hongos fitopatogenos penetran directamente a través de la
superficie intacta de la planta por medio de estructuras especializadas mas
complejas como son los apresorios (por ejemplo en M. grisea) (Kahmann y
Basse, 2001; Kankanala e7 a/., 2007). La penetracion e invasion también puede
producirse por digestion enzimatica de las barreras fisicas de la planta, como
la cuticula externa y/o la pared celular. En este sentido, es importante la
secrecion por parte del hongo de enzimas tales como cutinasas y esterasas (van
Kan et al, 1997, Kahmann y Basse, 2001). Incluso en algin ejemplo se ha
demostrado la implicacién de cutinasas en la diferenciaciéon de apresorios
(Skamnioti y Gurr, 2007). También se han identificado endopoligaracturonasas
involucradas en la patogénesis (ten Have ez al., 1998; Powell ¢z al., 2000a).

La penetracion es seguida por un crecimiento interno, que puede en
ocasiones verse detenido dando lugar a infecciones latentes. A partir de la hifa
que penetra en la planta se desarrollan las hifas primarias y secundarias
filamentosas, encargadas de colonizar el tejido del vegetal por crecimiento inter
y/o intracelular. La colonizacién del tejido por crecimiento intercelular de hifas
ramificadas es propio de los hongos biotrofos (mildius, royas, etc.), mientras
que el crecimiento intracelular, que a menudo ocasiona la muerte de las células
del huésped mediante la secreciéon de enzimas liticas y toxinas, es caracteristico

de los hongos necrotrofos (van Kan, 2000).

1.1.3. Morfologia y pared celular de hongos filamentosos.

Los hongos fitopatégenos generalmente son microscopicos, en su
mayoria filamentosos y ramificados. Poseen un cuerpo vegetativo llamado
micelio que crece ramificado en todas las direcciones. A los filamentos que
constituyen el micelio se les denomina hifas, de anchura normalmente
uniforme (entre 2 y 10 um de diametro) y formadas generalmente por mas de
una célula, con uno o dos nucleos por célula. La longitud del micelio es

variable y su crecimiento ocurre en los apices de las hifas. En el caso del

16



Introduccion

septos

Figura 2. Estructuras morfologicas del micelio de Penicillinm sp. Esquema de las partes
y tipos de conidiéforos en funcién de sus ramificaciones (A), y visualizacién de
conididtoros de Penicillinum digitatum en microscopia optica con contraste interferencial

diferencial DIC (B).

micelio tabicado, existen paredes de division entre células que se conocen con

el nombre de septos (Figura 2).

La reproduccion de los hongos puede ser sexual o asexual, en ambos
casos dando lugar a la formacién de esporas. Las esporas asexuales o conidios
se producen en unas estructuras especiales denominadas conidiéforos
localizados en los apices de las hifas (Figura 2). Los conidios de la mayoria de
los hongos fitopatégenos dependen para su diseminacion de distintos agentes

tales como el viento, agua, insectos, pajaros u otros animales.

La pared celular es un factor esencial en todos los procesos de
morfogénesis, y mantiene la forma e integridad de las células fangicas. En
hongos fitopatégenos hay distintas evidencias de la implicacién de los
componentes estructurales de sus paredes en el proceso de interaccion planta-
patégeno. De hecho, se ha estudiado su papel como elicitores (ver mas
adelante) en las respuestas de defensa de plantas (y animales) frente al patégeno
(Hoffmann ez al., 1999; Selitrennikoft, 2001).

La pared celular del hongo unicelular modelo Saccharomyces cerevisiae ha
sido ampliamente estudiada (Bulawa, 1993; Klis ¢/ a/., 2002). En la levadura esta
compuesta principalmente por B-1,3- y §-1,6-glucanos (50-60% del peso seco
de la pared celular), manoproteinas (40-50%) y quitina (2%). En hongos
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Figura 3. Esquema simplificado de la estructura y composicién de la pared celular de
hongos filamentosos.

filamentosos la composiciéon es basicamente la misma salvo que esta
enriquecida en quitina (10-15%) y ademas contiene polimeros adicionales de -
1,3-glucanos (10-35%) (Figura 3) (Fontaine ez a/., 2000; Odds ez al., 2003). La
composicion y estructura de la pared celular no es estatica, varia con el
crecimiento e incluso con la composicién del medio externo, pudiendo ademas
modificarse y reorganizarse en respuesta a situaciones de estrés (Damveld e 4/,
2005a; 2005b; Klis e al., 2006). Al diferir sustancialmente las paredes celulares
fangicas de las de animales o plantas, éstas por si mismas y su metabolismo han
proporcionado sitios o dianas unicos para el desarrollo y la actuaciéon de
compuestos antifungicos (Debono y Gordee, 1994; Selitrennikoff y Nakata,
2003).

1.1.4. Estrategias de control: fungicidas

Las estrategias agronomicas mas frecuentes en el control de las
enfermedades fungicas son el uso de variedades vegetales resistentes, de
material vegetal certificado, la destruccion de plantas infectadas que pudieran

actuar como reservorios, la utilizaciéon de utensilios, material y maquinaria
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desinfectados, la rotacion de cultivos, el uso de microorganismos antagonistas
(ver més adelante) y la aplicacién de productos agroquimicos y/o fungicidas.
Generalmente es necesaria la combinacion de varias técnicas para un control
efectivo y diversas medidas preventivas y curativas pueden conseguir reducir la
incidencia de enfermedad al minimo. Sin embargo, en la actualidad y para la
mayoria de enfermedades fungicas, es la aplicacion de fungicidas el método
mas efectivo de control, algunas veces incluso el tnico, y el mas utilizado
(Knight ez al., 1997).

Existe un amplio espectro de agentes antifingicos que se diferencian en
su naturaleza quimica, propiedades y modo de accién. Algunos han sido
descubiertos tras el bioensayo de colecciones de microorganismos con
propiedades antibiéticas, aunque la mayoria resulta de la sintesis y ensayo de un
gran numero de compuestos, normalmente relacionados estructuralmente con
compuestos ya existentes con propiedades antifungicas. Unos pocos han sido
disefiados de novo para aprovechar las diferencias entre la bioquimica de hongos
y otros organismos. La mayorfa de agentes antifingicos usados hoy en dia
tienen alta especificidad, ya que interaccionan con un numero limitado de
componentes o procesos bioquimicos de la célula [revisado en (Orth, 1999;
Odds et al, 2003)]. Ejemplos son: los inhibidores de la mitosis
(benzimidazoles), de la sintesis de DNA (5-fluorocitosina), RNA
(acilalaninas), ergosterol (imidazoles), quitina (polioxinas y nikomicinas),
inhibidores de la respiraciéon (carboxamidas), o los alterantes de la membrana

plasmatica (nistatina y anfotericina B).

Una de las clases de fungicidas mas recientes y significativas son las
estrobilurinas, cuyo desarrollo se produce tras el descubrimiento de
compuestos antimicrobianos naturales producidos por determinados hongos
(Bartlett ef al., 2002; Balba, 2007). A partir de éstos se han generado distintas
familias de derivados sintéticos mas eficaces y estables para su aplicaciéon en
proteccion vegetal. En los dltimos cinco afios las estrobilurinas y entre ellas la
azoxystrobina han pasado a tener una posicion dominante en el mercado

global de fungicidas.
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1.1.5. Mecanismos de defensa de las plantas.

Las plantas estin continuamente expuestas a multiples patégenos
potenciales; sin embargo no es frecuente que se produzca la infeccién. La
llamada resistencia no-huésped es la consecuencia de la incapacidad del
microorganismo para reconocer e infectar la planta, o de la habilidad de la
misma para activar rapida y eficazmente mecanismos de defensa que la
protegen frente a la colonizacién por parte de un gran numero de

microorganismos (Kombrink y Somssich, 1995).

Con el objeto de impedir la colonizacién e infeccion del patdgeno, las
plantas tienen una serie de mecanismos de defensa pre-existentes y otros
inducidos que se activan cuando se percibe su ataque [revisado en (Baker ef a/,
1997; Veronese et al., 2003)]. El reconocimiento por parte de la planta de
seflales originadas por los microorganismos le permite activar los mecanismos
de defensa correspondientes. Los compuestos que se generan durante la
interaccion planta-patbgeno y que estan implicados en la activacién de

respuestas defensivas de la planta se conocen como elicitores (De Wit, 1997).

La primera linea de defensa de las plantas la constituye su propia
superficie: es la barrera fisica, tanto de defensa del organismo (epidermis y
cuticula) como celular (pared y membrana celulares), que el patéogeno debe
penetrar o destruir para infectar. Entre las respuestas vegetales frente a la
infeccién se encuentran cambios estructurales entre los que destaca un
reforzamiento de la pared celular, lignificaciéon y deposicion de celulosa, asi
como acumulacién de proteinas estructurales de pared (ricas en hidroxiprolina,
prolina y glicina) y la deposicion de resina en los espacios intercelulares. De ello
deriva la importancia en la patogénesis fungica de la secreciéon de enzimas

liticas capaces de degradar estas barreras estructurales.

Las barreras bioquimicas consisten en la acumulacién constitutiva o
inducida de compuestos que pueden resultar toxicos para el patégeno. Algunos
ejemplos son compuestos fenolicos, taninos, derivados de acidos grasos,
compuestos esteroideos, terpenoides glucosilados, fitoalexinas, o especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Dixon, 2001; Agrios, 2004). No esta claro, sin
embargo que una planta pueda ser resistente a un patégeno concreto por el

mero hecho de acumular estas sustancias.
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Un tipo de repuesta de la planta a la infeccion es la llamada respuesta
hipersensible (HR) que consiste en la muerte o suicidio celular de unas pocas
células en el punto inicial de infeccion, lo que confina al patégeno y limita su
progresion (Dangl et al., 1996; Greenberg, 1997). En muchos casos, la HR se
asocia a la llamada resistencia sistémica adquirida (SAR), segun la cual la
infeccién local por el patégeno provoca una induccién de resistencia de amplio
espectro en otras partes de la planta (Durrant y Dong, 2004). Esta respuesta se
correlaciona con la induccién de genes que codifican las llamadas proteinas
relacionadas con la patogénesis (proteinas PR, del ingles pathogenesis related

proteins’).

Las proteinas PR son un grupo estructuralmente diverso de proteinas
cuya acumulacién se eleva tras el ataque de un patégeno o condiciones de
estrés. Existen hasta 17 grupos de proteinas PR clasificadas segin su funcion,
peso molecular, secuencia de aminoacidos u otras propiedades determinadas.
(Van Loon e al., 2006). Distintas clases de PR poseen actividad directa frente a
patégenos, y en especial frente a hongos. Asi, dentro de las proteinas PR
destacan: las proteinas PR1 (antioomicetos y antifungica), PR2 (8-1,3-
glucanasas), PR3 (quitinasas), PR4 (antifungicas), PRG6 (inhibidores de

proteinasas), lisozimas, peroxidasas, lipooxigenasas y protefnas tipo taumatina.

1.1.6. Proteinas antimicrobianas vegetales.

Aunque inicialmente no fue asi, ya se consideran como proteinas PR
varias familias relacionadas de pequefias proteinas o péptidos con actividad
antimicrobiana directa (Van Loon e al., 2000), representadas por las tioninas,
defensinas y proteinas de transferencia de lipidos (LTP) (Broekaert ez al., 1997,
Garcia-Olmedo ¢ al., 1998; Castro y Fontes, 2005). Una caracteristica de estas
proteinas es su alto contenido en cisteinas y puentes disulfuro, que unido a su

pequefio tamafio hacen que su estructura sea muy compacta y estable.

La purotionina es una tionina aislada de semillas de trigo que fue la
primera protefna de pequefio tamafo de plantas para la que se demostro
actividad antimicrobiana 7z vitro frente a fitopatégenos bacterianos (Fernandez
de Caleya et al., 1972). La secuencia de aminodacidos de las tioninas tiene un
tamafio de alrededor de 45 residuos, esta muy conservada, y su estructura

tridimensional es similar a la letra griega gamma mayuscula (ver mas adelante
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Figura 5). Las tioninas pueden clasificarse en al menos 5 tipos distintos en
funcién de la homologia de su secuencia y del nimero de puentes disulfuro (2,
3 6 4) (Garcia-Olmedo ef al., 1998). Las tioninas tienen actividad 7z vitro frente a
bacterias y hongos fitopatégenos, incluso se observa cierta especificidad en su

accion en funcién del tipo al que pertenecen (Molina ez al., 1993).

Las defensinas son un grupo de proteinas basicas mas heterogéneas,
de aproximadamente 4-5kDa (entre 40 y 50 residuos de aminoacidos), y
estructuradas en diferentes motivos (ver ejemplos en Figura 5). Las defensinas
de plantas comparten propiedades estructurales y funcionales con las
defensinas de mamiferos e insectos (Broekaert ¢z al, 1995). Su conservacion
filogenética como parte del sistema inmune innato de plantas, vertebrados e
invertebrados, sugiere que son un grupo muy antiguo y posiblemente originado
antes de la divergencia entre plantas y animales (Thomma e @/, 2002;
Thevissen et al., 2004). Se pueden agrupar en 4 subfamilias en funcién de su
secuencia de aminoacidos (Garcia-Olmedo e al, 1998). La mayoria de las
defensinas de plantas inhiben el crecimiento zz vitro de un numero importante
de microorganismos sin ser toxicas para células de mamiferos ni de plantas.
Observaciones iz planta apoyan el papel protector de las defensinas.
Representan el 30% de las proteinas liberadas durante la germinacién de
semillas y se inducen por distintas moléculas reguladoras de la respuesta SAR
asi como por ataque de hongos fitopatégenos (Penninckx ez al, 1996;
Broekaert ez al., 1997).

La otra familia importante son las LTP, una familia de polipéptidos de
mayor tamafo (90-95 aminoacidos) que tienen actividad antimicrobiana zn vitro
pero cuya funcién bioldgica no esta tan clara. Inicialmente se relacionaron con
el transporte de lipidos entre organulos o la biosintesis de cutina [revisado en
(Kader, 19906)]; pero también han sido implicadas en defensa vegetal (Segura ez
al., 1993; Garcifa-Olmedo e# al, 1995), incluso no soélo por su actividad
antimicrobiana sino como transportadores de moléculas sefializadoras de
defensa (Maldonado ef a/., 2002). Una planta tiene un nimero variable de genes
que codifican LTP con distinto espectro antimicrobiano, indicando cierto
grado de especificidad. En la practica totalidad de las LTP se conserva
aproximadamente 1/3 de la secuencia de aminodacidos, incluidas 8 cisteinas

unidas por 4 puentes disulfuro.
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Junto con estas familias, existen otros ejemplos de pequefias proteinas y
péptidos, algunos de reciente descubrimiento. Estos son los péptidos tipo
heveina y knotina que inhiben el crecimiento de bacterias y hongos (Garcia-
Olmedo ¢# al., 1998), la familia de las snakinas identificada inicialmente en
tubérculos de patata (Segura e al., 1999; Berrocal-Lobo et al, 2002), o las
puroindolinas con actividad antifungica y relacionadas con las LTPs y tioninas
(Krishnamurthy ez al., 2001). Entre estos péptidos hay un gran numero aislados
de semillas, por ejemplo de Impatiens balsamia (Ib-AMP) (Tabla 2) (Tailor ez al.,
1997),  Amaranthus candatus ~ (Ac-AMP)  (Broekaert et al, 1992),
Amaranthus retroflexcus (Ar-AMP1) (Lipkin ef al., 2005), Mirabilis jalapa (Mj-AMP)
(Cammue ¢7 al., 1992), o de melén (Ribeiro ef al., 2007).

Asi pues, existe un numero muy importante y variado de pequefias
proteinas vegetales con actividad antimicrobiana directa, que formarfan parte
de los mecanismos de defensa naturales de las plantas. Recientemente, un
analisis bioinformatico ha demostrado la existencia, entre las secuencias de
genes vegetales depositadas en bases de datos, de alrededor de unos 13.000
genes que codifican secuencias con caracterfsticas comunes y que
corresponderian a estas familias de proteinas antimicrobianas (Silverstein ez al.,
2007). En el mismo estudio se ha estimado que el 2-3% de los genomas

vegetales se corresponden con péptidos potencialmente antimicrobianos.

1.2. Importancia de los hongos fitopatogenos en la postcosecha de
frutos.

Los mecanismos de defensa de las plantas no necesariamente se
corresponden con los de sus frutos. Un estudio clasico demostré que la
susceptibilidad a un mismo patégeno (B. amerea) en plantas de distintas
variedades de fresa no se correlacionaba con la susceptibilidad a la infeccion
postcosecha de sus frutos (Daubeny y Pepin, 1977). Hay que sefialar que las
presiones de seleccioén natural que han dado lugar a los mecanismos de defensa
de las partes vegetativas o de los frutos de una planta no necesariamente tienen

que ser las mismas, debido a las diferentes funciones biologicas del fruto.

Los productos vegetales son susceptibles al ataque por patégenos
después de su recolecciéon debido, fundamentalmente, a la pérdida de la

resistencia intrinseca que los protege durante el desarrollo en la planta y a su
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alto contenido en agua y nutrientes. Los hongos fitopatdégenos son los
principales agentes bidticos que causan alteraciones postcosecha, y problemas
de calidad relacionados con el aspecto, valor nutricional, caracteristicas

organolépticas y conservacion de frutas y hortalizas (Agrios, 2004).

Ademas, en algunos casos, los hongos fitopatégenos son
indirectamente los responsables de trastornos patologicos, alérgicos o téxicos
en los consumidores debido a la produccién de micotoxinas o alergenos que
contaminan el productos vegetal. En este sentido, dos son los ejemplos mas
representativos: determinadas especies de los géneros Penicillinm y Aspergillus
son capaces de originar intoxicaciones por patulinas (clariformina o leucipina,
producidas por P. expansum o P. griseofulvum) o aflatoxinas (producidas por
A. flavus y A. parasiticus) (Pohland, 1993).

1.2.1. Patogenos fungicos de postcosecha.

Los frutos y vegetales cosechados son atacados de forma natural por
un grupo de patogenos relativamente pequefio de aproximadamente 40
especies. Los hongos patdgenos postcosecha mas representados son especies
de Alternaria, Botrytis, Colletotrichum, Diplodia, Fusarium, Monilinia, Penicillium,
Phomopsis, Rhizopus 'y Sclerotinia (Wills et al., 1998). La mayoria de las frutas son
sensibles a varias especies de hongos, aunque es frecuente encontrar relaciones
de alta especificidad entre el patégeno y el fruto o vegetal que infecta (ver mas
adelante) (Barkai-Golan, 2001).

1.2.2. Enfermedades postcosecha de frutos citricos.

Un porcentaje importante de la produccion citricola se pierde cada afio
como consecuencia de las alteraciones que se producen en la manipulacién y
conservacion postcosecha de los frutos. Los hongos constituyen los principales
patégenos de los frutos citricos durante su conservacion y comercializacion.
Las pérdidas producidas por estos microorganismos son variables,
dependiendo en muchos casos de las condiciones medioambientales de la
campana, época del afio, madurez del fruto, y procesos de recoleccion,
almacenamiento, confecciéon y comercializaciéon. Se estima un porcentaje

habitual entre el 3 y 5% de pérdidas debidas a podredumbres, pudiendo
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alcanzar entre 8 y 12% en afios de climatologia desfavorable (Tuset, 1987,
1999). Si consideramos la producciéon anual de citricos de la Comunidad

Valenciana, estas pérdidas supondrian un minimo de 150.000 toneladas.

Hasta la fecha, se han detectado cerca de una veintena de especies de
hongos causantes de enfermedades en los frutos citricos (Tabla 1 y Figura 4).
La incidencia de una especie u otra varia dependiendo de la campafa,
comercializacién y, dentro de la misma, segun la localizacion geografica de las
areas citricolas. En Espafia, las especies de hongos de mayor incidencia e
importancia son Penicillium digitatum y Penicillium italicum, pudiendo llegar a ser
responsables de hasta el 80% de las pérdidas (Tuset, 1987).

Tabla 1. Principales agentes y enfermedades que producen que afectan
a los frutos citricos.

Agente Causal

Enfermedad producida

Penicillium digitatum
Penicillium italicum
Phytophthora citrophthora
Phytophthora sp.
Geotrichum candidum
Sclerotinia sclerotiornm
Trichoderma viride
Colletotrichum gloeosporoides
Alternaria citri
Alternaria alternata
Diplodia natalensis
Cladosporium herbarum
Botrytis cinerea

Rhbizgopus stolonifer
Rbizopus oryzae

Podredumbre verde
Podredumbre azul

Aguado o podredumbre marrén

Podredumbre amarga
Podredumbre blanca
Podredumbre verde-amarilla
Antracnosis

Podredumbre negra o verde oscura

Podrido del tallo
Podredumbre verde-gris
Podredumbre gris

Podredumbre por Rhizopus

P. digitatum Sacc. es un deuteromiceto u hongo imperfecto, cuya fase
sexual no es conocida (Agrios, 2004). Su forma de reproduccion es mediante

esporas asexuales o conidios. Es el patdégeno cuantitativamente mas importante
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en la postcosecha de citricos en todas las zonas productoras, causante de la
podredumbre verde (Figura 4A). Un aspecto relevante es que P. digitatum es un
patogeno especifico de frutos citricos, no descrito en otros sistemas vegetales.
Es un patégeno de herida que necesita pequefias lesiones preexistentes en la
piel para penetrar en el tejido vegetal (Kavanagh y Wood, 1967). Los conidios
estan latentes en la superficie de los frutos hasta que encuentran una rotura en
la cuticula para penetrar y germinar. LLa contaminaciéon por este hongo tiene
lugar durante la recoleccion, transporte, confeccién y comercializacion, aunque

el inéculo mayoritario procede, en dltima instancia, del campo (Tuset, 1987).

P. italicum Wehmer sigue en importancia a DP. digitatum, y esta
estrechamente relacionado filogenética y biolégicamente con él (Tuset, 1987,
Lopez-Garcia, 2002). Este hongo causa la podredumbre azul (Figura 4B) y es
especialmente importante durante la frigoconservacion ya que, a diferencia de
P. digitatum, es capaz de desarrollarse a temperaturas proximas a 5° C. Es un
patoégeno importante de frutos citricos pero puede ademas atacar otros frutos y

vegetales, cosa que no sucede con P. digitatum.

Figura 4. Sintomas sobre frutos citricos de las podredumbres causadas por P. digitatum
(A), P. italicum (B), B. cinerea (C) y A. citri (D).

Ya hemos mencionado B. cinerea (teleomorfo Botryotinia fuckeliana
Whetzel). Es un ascomiceto, patégeno que causa la podredumbre gris en
condiciones de frio y humedad (Figura 4C). Normalmente Bosy#is es un
patégeno de herida en condiciones comerciales de postcosecha y conservacion.
Sin embargo, también es capaz de penetrar a través de las partes florales en los
frutos jovenes en el campo, dando lugar a una infeccion latente susceptible de

desarrollarse durante la maduracion y el almacenamiento (Jarvis, 1962).
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Existen otras especies de hongos que también tienen incidencia,
aunque mucho menor, sobre los citricos durante la postcosecha (Tabla 1)
[revisado en (Tuset, 1987; Barkai-Golan, 2001)]. Geotrichum candidum es un
patégeno de herida que causa la podredumbre amarga, y necesita una delgada
capa de agua sobre la superficie del fruto para que se produzca la estimulacién
de la germinacion. G. candidum, junto con Rhizopus stolonifer, estan
habitualmente presentes en el ambiente de las centrales hortofruticolas y de sus
camaras de frigoconservacién, representando una importante fuente de
contaminacion en estos casos (Tuset, 1987). La infeccion por Alternaria citri
s6lo se produce si el fruto esta dafiado o fisiologicamente débil. Produce la
podredumbre negra que afecta al tejido interno del fruto (Figura 4D). Es un
podrido tipico de aquellos frutos que han permanecido largo tiempo en
frigoconservacion. A. citri, junto con Diplodia natalensis, producen el
llamado podrido del pedinculo de frutos citricos; se alojan en la superficie
inferior del fruto, generalmente hasta después de la cosecha, cuando el hongo
progresa desde la parte inferior del fruto hacia el interior e inicia la infeccion
del centro del fruto (Figura 4D). Phytophthora citrophthora infecta los
frutos citricos sélo cuando los frutos permanecen himedos durante largos
periodos  de  tiempo  produciendo la  podredumbre = marrén.
Trichoderma viride es capaz de descomponer celulosa y las esporas al
germinar penetran a través de las heridas en el fruto desarrollaindose una masa
de conidios verde o verde-amarillenta bajo condiciones humedas, similar a la
podredumbre verde de P. digitatum. Colletotrichum gloeosporoides es el
unico de estos patdégenos que puede penetrar en el tejido de forma mecanica

mediante la formacion de apresorios y dar lugar a la antracnosis.

1.3. Control de podredumbres postcosecha.

Existen distintas alternativas y tratamientos de uso comercial para el
control de las podredumbres postcosecha. Los vamos a revisar centrandonos

en algunos que son especificos en la postcosecha de frutos citricos.

1.3.1. Medidas preventivas.

Durante la etapa de desarrollo en campo de los frutos, y como medida

preventiva general, es importante conseguir una buena calidad de la piel de
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los frutos en su periodo de madurez y aumentar la calidad sanitaria del
producto reduciendo el nivel de inéculo (conidios y estructuras fingicas
capaces de infectar). Hs necesario que los frutos lleguen al almacén sin
presentar dafios ni alteraciones fisiologicas en la corteza, las cuales se van
haciendo mas patentes durante el tiempo que permanecen los frutos
almacenados y suponen un ambiente apropiado para que las infecciones
fungicas no inmediatas o latentes se desarrollen. Ademds es muy importante
mantener al minimo posible las dosis de in6culo en toda la maquinaria utilizada

en los procesos de recoleccion, almacenamiento y confeccion.

Las practicas comerciales realizadas durante la postcosecha de frutos
citricos, como la desverderizacién, los lavados, el encerado y la confeccion,
pueden producir alteraciones que han sido citados como factores de
predisposicion al podrido (Tuset, 1987). El etileno es una hormona vegetal que
regula multiples procesos biologicos en las plantas El tratamiento comercial de
desverderizacion con etileno es utilizado porque acelera el cambio de color de
los frutos. Este proceso puede incrementar la incidencia de podridos debido a
que acelera los procesos naturales de senescencia y los frutos tratados se hacen
mas susceptibles al podrido que aquellos no tratados (Ben-Yehoshua ez a/,
1995). Ademas, el etileno estimula el desarrollo de patégenos como P. digitatum
y P. italicum (El-Kazzaz et al., 1983) e induce la germinaciéon y formacion de
apresorios en Colletotrichum (Flaishman y Kolattukudy, 1994). Sin embargo el
etileno es también un inductor de mecanismos de defensa vegetal, y su
aplicacion a bajas dosis puede hacer que el fruto sea menos susceptible a la
infeccion fungica (El-Kazzaz et al., 1983; Marcos et al., 2005; Broekaert et al.,
2000).

1.3.2. Tratamientos con fungicidas.

Al margen de las medidas preventivas la estrategia generalizada de
control directo sobre los hongos es la aplicaciéon de fungicidas (Eckert y
Ogawa, 1985; Knight ez a/, 1997; Barkai-Golan, 2001; Narayanasamy, 2000).
Estos actian mediante: (1) la inactivacion de esporas presentes en la piel del
fruto; (i) la muerte del propagulo ya germinado; (iii) la inhibicién de la

esporulacion del micelio sobre la superficie de los frutos ya infectados,

28



Introduccion

evitando asi la propagaciéon a otros frutos; y (iv) la proteccion frente a una

infeccién posterior por recubrimiento de la superficie del fruto.

Histoéricamente, se comenzo utilizando el fungicida organico bifenilo
para inhibir la esporulacion de Penicillium sobre citricos, pero su uso ya no esta
permitido por problemas asociados al olor y a la alta toxicidad de sus residuos.
El 2-aminobutano (2-AB) fue desarrollado como un fungicida postcosecha
para frutos citricos a mediados de los afios sesenta. Sin embargo, no es activo
trente a Alternaria, Geotrichum o Phytophthora. Posteriormente se empezd a
utilizar el ortofenilfenato sédico (SOPP), un ejemplo de un fungicida de
amplio espectro, y el diéxido de azufre (SO,), aplicindose mediante
fumigacién para eliminar las esporas de los frutos con el fin de inhibir las
infecciones superficiales y evitar la infeccién por contacto durante el

almacenamiento.

A finales de los sesenta, se introdujeron los derivados del
benzimidazol como el tiabendazol (TBZ), benomilo y carbendazima. Estos
compuestos son muy eficaces frente a un amplio espectro de hongos, entre
ellos Penicillinm, D. natalensis, B. cinerea 'y Colletotrichum. Su mecanismo de accion
se basa en la interacciéon con la tubulina del citoesqueleto, previniendo su
polimerizacién y la elongacion de microtibulos en el nucleo, e interfiriendo en
los procesos de division y movimiento celular (Davidse, 1988). Otros
fungicidas introducidos a finales de los setenta son los derivados del
imidazol, como el imazalil IMZ) y el procloraz. Estos compuestos inhiben la
biosintesis de ergosterol, un componente esencial de la membrana celular de
los hongos. Su espectro antifungico es similar al de los benzimidazoles y son
muy eficaces en el control de P. digitatum y P. italicum, incluso para aislados que
son resistentes a otros fungicidas como TBZ, benomilo, etc. (Eckert y Ogawa,
1985).

Existen otros fungicidas disponibles en el mercado [revisado en
(Barkai-Golan, 2001)] como son el etaconazol (derivado del triazol), la
guazatina, el metalaxil, el fosetil-Al (Eckert y Ogawa, 1985), el Borax, derivados
de la morfolina (fenpropimorf y tridemorf), o el fludioxonilo (derivado del
pirrol), el cual en estudios recientes a demostrado actividad similar al IMZ
(Schirra ez al., 2005; Errampalli ef al., 2006). Los tratamientos con fungicidas se

realizan mediante el bafio, la ducha o la inclusién en ceras utilizadas para la
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confeccion. Actualmente los fungicidas mas utilizados en la Comunidad
Valenciana para el control de las podredumbres en frutos citricos durante la
postcosecha son el SOPP, el TBZ y el IMZ.

1.3.3. Inconvenientes de la aplicacion de fungicidas.

A pesar de su efectividad, existen una serie de problemas asociados a la
utilizacion de fungicidas. El mas evidente es su toxicidad inespecifica, del
cual derivan posibles efectos nocivos para la salud humana y su capacidad
potencial para contaminar el medio ambiente con residuos toéxicos. Este
problema hace que sea importante controlar las dosis de fungicida utilizadas y

establecer limites maximos de residuos.

Otro de los problemas asociados a la utilizacion de fungicidas es el de
la apariciéon de resistencias (Eckert, 1988; Holmes y Eckert, 1999). Los
fungicidas de alta especificidad van perdiendo efectividad con los afios de
utilizacion, fundamentalmente porque su actividad se debe a la interacciéon con
un componente unico. Por lo tanto, una mutaciéon puntual en éste puede
tedricamente conferirle al microorganismo resistencia frente a él. El problema
de las resistencias se agrava por la utilizacién a veces masiva y descontrolada de

los fungicidas.

Por ultimo, los fungicidas utilizados no son efectivos frente a todos los
patégenos debido a su limitado espectro de accion. Generalmente actian
solo frente a determinados hongos, lo que conlleva en algunos casos la
necesidad de utilizar mezclas de productos. El espectro de accién limitado de
algunos fungicidas puede ademas alterar el equilibrio biolégico, favoreciendo la
presencia de hongos no susceptibles que inicialmente no eran problematicos.
Dentro de la postcosecha de frutos citricos un ejemplo lo ofrecen los
productos habitualmente utilizados, TBZ, IMZ y SOPP, que controlan
principalmente los dos patégenos mas comunes P. digitatum y P. italicum, y sin
embargo no ofrecen nivel de protecciéon comercialmente aceptable frente a
B. cinerea (Tuset et al., 2000).
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1.4. Estrategias alternativas de control en postcosecha.

Como consecuencia de su toxicidad, se han planteado serios problemas
a la utilizaciéon de fungicidas en alimentos (Stone, 1994; Blair y Zahm, 1995),
siendo esto especialmente importante en el caso de frutos y vegetales no
procesados y consumidos en fresco. Ademas, existe un incremento del interés
de los consumidores hacia temas relacionados con la salud y la proteccién del
medio ambiente. Ello ha motivado la aparicién de reglamentos cada vez mas
estrictos en lo referente a la utilizacién de fungicidas y sus residuos en frutos.
Esta situacion genera la necesidad de desarrollar nuevos métodos de control de

las enfermedades en postcosecha (Barkai-Golan, 2001; Narayanasamy, 2000).

1.4.1. Tratamientos fisicos y quimicos.

Existen varias estrategias alternativas basadas en distintos tratamientos
fisicos que reducen el desarrollo de infecciones postcosecha en los frutos. Una
de ellas son los tratamientos térmicos, especialmente los bafios de agua
caliente y el curado (Tuset e a/, 1996; Nunes ez al., 2007). El tratamiento de
curado a 37° C durante 3 dias en condiciones de alta humedad relativa consigue
retrasar los ‘dafios por frio’ durante el almacenamiento de los frutos a bajas
temperaturas (Martinez-Javega ef al., 1994; Lafuente ez al, 1997), ademas de
impedir el desarrollo de una infeccién incipiente. Las elevadas temperaturas
tienen un efecto directo sobre la viabilidad del patégeno. Pero también se ha
demostrado que el tratamiento térmico sobre frutos citricos que presentan una
infeccién incipiente promueve la induccién de mecanismos de resistencia del
fruto frente a la infeccién (Ballester, 2007). El principal inconveniente para la
aplicacion comercial de estas estrategias es el hecho de que las combinaciones
tiempo-temperatura que mejores resultados ofrecen estan muy préximas a las
que provocan la aparicion de dafios por calor en la piel del fruto durante la

aplicacion de bafios en agua caliente.

Otro método fisico de control en estudio es la irradiacion de los frutos
con luz UV (Wilson y Wisniewski, 1994). Su efecto protector se debe por un
lado al efecto germicida directo de radiacién y, por otro, también a la induccion
de respuestas de defensa del fruto. Las dos limitaciones importantes de este
tratamiento son que la dosis de irradiacién necesaria puede provocar dafios en

el fruto (Ben-Yehoshua ef 4/, 1992) y que la dosis 6ptima puede variar entre
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distintas variedades de frutos y, dentro de la misma, con el estado de
maduracién del fruto (Droby ez al., 1993)

Antes de la aparicion de los fungicidas organicos ya habia sido utilizado
el tratamiento en forma de bafios con compuestos antifingicos de baja
especificidad como son las sales inorganicas de bicarbonato sédico,
carbonato sédico o cloruro de calcio, y sales organicas de benzoato sédico,
sorbato potasico o acetato sdédico. Muchos de estos compuestos son usados
desde hace anos como aditivos para controlar el pH y el deterioro de distintos
alimentos, asi como para modificar sus propiedades organolépticas de sabor y
textura, y por tanto son reconocidos como tratamientos seguros. Mediante el
tratamiento de frutos citricos con bafios en soluciones acuosas de estas sales, se
han obtenido niveles aceptables de control de las infecciones de P. digitatum y
P. italicum (Smilanick ez al., 1999; Usall e al., 1999; Smilanick y Sorenson, 2001;
Palou ez al., 2002). Sin embargo, la principal desventaja es que este método no
impide la esporulacién del patégeno cuando se produce la infeccién, y estas

esporas pueden contaminar el resto de frutos.

1.4.2. Control biologico.

Las estrategias de control biolégico se basan en la utilizaciéon de
microorganismos como agentes de biocontrol (BCA) que actian como
antagonistas e inhiben la infecciéon de patégenos (Wilson y Wisniewski, 1989;
Janisiewicz y Korsten, 2002).

Este efecto inhibitorio se basa en distintos mecanismos (no excluyentes
entre si) en los que esta implicado el agente antagonista (Spadaro y Gullino,
2004). La mayoria de las infecciones en postcosecha se producen a través de
heridas. Los antagonistas efectivos colonizan la herida e inhiben el crecimiento
del hongo compitiendo por los nuttientes y/o el espacio. En segundo lugar, los
BCA pueden secretar al medio sustancias inhibidoras que actien directamente
sobre el patégeno. Por dltimo, hay que considerar los posibles modos de
accion del antagonista basados en interacciones mas complejas con el huésped
y el patégeno. Un antagonista efectivo puede inducir resistencia en el huésped
indirectamente provocando cambios quimicos y/o fisioldgicos a favor del
antagonista que favorecerian el control del patdégeno. Se ha demostrado que el

modo de accion del hongo Trichoderma hargianum T39 (componente activo del
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producto comercial ‘Tricodex’) se basa, ademds de la secrecion de enzimas
liticos, en la competicién con el patégeno por nutrientes y espacio, e

induciendo resistencia en el huésped (Benitez ez al., 2004).

Se han publicado numerosos trabajos describiendo distintas especies de
microorganismos con potencial aplicacion de biocontrol en la postcosecha de
frutos (Chalutz y Wilson, 1990; Piano ef al, 1997; Vifas et al., 1998; Arras,
2002; Bonaterra et al., 2003; Zhang et al., 2005; Zheng et al., 2005; Francés et al.,
20006; Calvo et al., 2007). En la actualidad, distintos formulados basados en
BCA han llegado a ser comerciales. Los primeros ejemplos fueron el producto
“Aspire” (Ecogen, Langhorne, PA, USA) basado en la levadura
Candida oleophila (Droby et al., 1998) y “BioSave” (EcoScience, Worchester,
MA, USA) basado en la bacteria Pseudomonas syringae (Janisiewicz y Jeffers,
1997). Pese a las expectativas generadas, los niveles de control alcanzados no
han sido satisfactorios y han dificultado su implantaciéon. Otros ejemplos
comerciales mas recientes son “Yield Plus” (Anchor Bio-Technologies,
Ciudad del Cabo, Sudafrica) basado en la levadura Cryprococcus albidus (Fan y
Tian, 2001) y “Shemer” (Agrogreen, Israel) basado en la levadura
Metschnikowia fructicola (Kurtzman y Droby, 2001). Nuestro grupo de Fisiologia
y Biotecnologia Postcosecha del IATA ha caracterizado cepas de levadura con

potencial actividad de biocontrol y de aplicacién en postcosecha de citricos.

1.4.3. Compuestos antimicrobianos naturales.

En los dltimos afios, se ha estudiado la aplicacién de una serie de
compuestos naturales biolégicamente activos como alternativa a los fungicidas
sintéticos. Algunos de éstos son compuestos aromaticos de alimentos
(acetaldehidos, hexanal, benzaldehidos), acido acético, acido jasmoénico y metil
jasmonatos, glucosinolatos, aceites esenciales, o extractos de plantas
enriquecidos en sus compuestos naturales de defensa (Tripathi y Dubey, 2004).
En frutos citricos se ha demostrado que la aplicacion exdgena de citral a
limones inoculados con P. digitatum previene el desarrollo de la infecciéon del
hongo (Ben-Yehoshua e al, 1992). También se ha usado el compuesto
quitosano, como alternativa para el control de infecciones fingicas en pre y
postcosecha. Se trata de la forma deacetilada de la quitina, natural y

biodegradable, obtenida de las conchas de crustaceos. Su uso es habitual en
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productos cosméticos. Posee un efecto dual, por un lado posee propiedades
fungiestaticas y fungicidas, y por otro tiene la capacidad de inducir mecanismos
de defensa en las plantas, induciendo la produccién de sustancias defensivas
como glucanohidrolasas, compuestos fenodlicos y fitoalexinas, junto con el
reforzamiento de las barreras estructurales a través de la sintesis de ligninas
(Wu et al., 2005; Bautista-Bafios e7 a/., 2000).

1.4.4. Induccion de resistencias.

Algunas de estas alternativas de control se asocian con la induccién de
mecanismos de defensa naturales de los frutos. Se ha visto como la aplicacion
experimental de distintos tratamientos térmicos sobre los frutos citricos
posteriores a una infeccion incipiente inducen la biosintesis de metabolitos y
proteinas asociados a mecanismos de defensa vegetales (Kim e# @/, 1991; Ben-
Yehoshua ez al., 1992; 1995; Ballester, 2007). También, en citricos, se produce
la induccién de 1a sintesis de la fitoalexina escoparona por tratamiento con luz
UV (Kim e# al., 1991; Rodov ez al., 1992; D' hallewin ¢# al., 1999). La adicién de
algunos compuestos también puede desencadenar la resistencia de la planta o el
fruto (Terry y Joyce, 2004). El 4cido B-aminobutirico sobre heridas se ha visto
que induce resistencia a la infeccion posterior con P. digitatum (Porat et al.,
2003). Por ultimo, en algunos casos se ha demostrado que la utilizaciéon de
microorganismos BCA induce mecanismos de defensa, como son la

produccién de fitoalexinas en citricos por la levadura C. famata (Arras, 1996).

1.4.5. Biotecnologia vegetal.

Durante las ultimas dos décadas, se han identificado muchos genes de
resistencia cuyos productos estan implicados en el reconocimiento de
patégenos, diseccionado rutas de sefializaciéon de respuesta a la infeccion, e
identificado un gran numero de compuestos antifungicos sintetizados por
plantas y otros organismos. La era genémica, con la secuenciaciéon completa de
genomas, ha permitido los estudio globales de estas cuestiones; inicialmente en
especies modelo pero seguidamente también en cultivos de interés
agronomico. Todo este conocimiento unido al desarrollo de técnicas de

transformacion genética de plantas, han llevado al desarrollo de un numero
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considerable de estrategias para la produccion mediante biotecnologia de

plantas resistentes a infecciones.

Existen ejemplos relevantes de plantas con resistencia incrementada
gracias a la produccién transgénica de distintos compuestos antimicrobianos.
Dentro de éstos, destacan los metabolitos secundarios con actividad
antimicrobiana. La estilbeno sintasa de uvas que codifica para la fitoalexina
resveratrol, fue introducida en plantas de tabaco obteniéndose una resistencia
incrementada al hongo B. anerea (Hain er al, 1993). Plantas transgénicas
similares fueron obtenidas en arroz, tomate, trigo, cebada y alfalfa, viéndose
también mayor resistencia a las infecciones por M. grisea, P. infestans, B. cinerea y
Phoma medicaginis respectivamente (Stark-Lorenzen e al., 1997; Thomzik ef al.,
1997; Leckband y Lorz, 1998; Hipskind y Paiva, 2000). Estos trabajos
adquieren mayor importancia por el hecho de que el resveratrol es una de las
fitoalexinas en la que se han demostrado propiedades beneficiosas para la salud
humana (Ulrich ez al., 2005), por lo que su expresion transgénica posee ademas

un interés nutraceutico (Paiva, 2002).

La utilizacién de la biotecnologia también es potencialmente util para
identificar y modificar la expresiéon de genes responsables de la compatibilidad
basica entre la planta y el patégeno, y poder incrementar asi los sistemas de
defensa de las plantas (y sus frutos) (Grover y Gowthaman, 2003). Para este
tipo de aproximacion es necesario el entendimiento de los mecanismos basicos
que gobiernan la interacciéon planta-patégeno. Dentro del Grupo de Fisiologia
y Biotecnologia Postcosecha del IATA se desarrollan varias lineas de
investigacion en el campo de la postcosecha de citricos utilizando herramientas
de gendémica funcional en el estudio de la interacciéon de los frutos con
P. digitatum, a través de una coleccion de EST de citricos desarrollada dentro
del Proyecto de Genémica Funcional de Frutos Citricos (CFGP,
http://genomica.ibmep.upv.es/) (Forment e al, 2005). Dichos trabajos
proporcionaran conocimientos acerca de la patogénesis por parte del hongo,
as{ como de las respuestas de los frutos frente a la infeccién. En este sentido ya
se ha demostrado que la interacciéon de frutos con el patdgeno P. digitatum
desencadena y modifica distintas actividades enzimaticas y produccién de
metabolitos como respuesta de defensa frente a su infeccion (Ballester e al.,
20006; Ballester, 2007).
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1.4.6. Control Integrado.

El llamado control integrado se viene desarrollando como una
estrategia basada en la combinacién de varios métodos de control de
podredumbres, que pueden o no afectar a distintos procesos, de forma que el
tratamiento de distintos métodos alternativos junto con la aplicaciéon de
fungicidas, puede llegar a reducir (si no eliminar completamente) su dosis en

postcosecha.

Por ejemplo, el uso de tratamientos térmicos permiten una reduccion
de la cantidad de fungicida utilizado. Se ha obtenido mayor efectividad de los
fungicidas IMZ y benomilo, asi como fungitéxicos de baja especificidad
(carbonatos, bicarbonatos, sorbato potasico o benzoato sédico) en el control
de podredumbres postcosecha cuando éstos se aplicaban en soluciones de agua
caliente o combinados con tratamientos de curado (Tuset ¢7 al., 1996; Smilanick
¢t al., 1997; Palou ef al., 2002).

También se encuentran en estudio las combinaciones de distintos
tratamientos con la utilizacién de BCA. Por ejemplo, su utilizacién junto con
dosis menores de fungicidas ha resultado efectiva (Hofstein ef al., 1994; Arras,
2002). Ademas, y con el fin de eliminar completamente el uso de fungicidas, se
estan llevando a cabo diversas investigaciones para mejorar la eficacia de los
BCA en otros tratamientos combinados, por ejemplo con temperatura y sales
inorganicas u organicas (Porat e al., 2002; Obagwu y Korsten, 2003; Spadaro e#
al., 2004).

2. IDENTIFICACION DE PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS.

Durante la segunda mitad del siglo XX se determiné la naturaleza
proteica de algunas sustancias antimicrobianas presentes en las secreciones y
fluidos de seres vivos. Se trataba de pequefas proteinas de caracter basico y
actividad antibacteriana especifica. En un trabajo pionero, se caracterizaron por
primera vez dos pequefios péptidos antimicrobianos procedentes de insectos,
las cecropinas A y B (Tabla 2) (Steiner ef al, 1981), aunque ya hemos
mencionado que wuna década antes se habifa demostrado actividad

antibacteriana zz vifro en una purotionina vegetal (Fernandez de Caleya ez /.,
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1972). Desde entonces, el campo de estudio se ha ampliado notablemente y se
han caracterizado un gran nimero de pequefias proteinas y péptidos naturales

con propiedades antimicrobianas directas.

Los péptidos antimicrobianos (AMP, del inglés “antimicrobial
peptides”) forman parte de los mecanismos de defensa conservados a lo largo de
la evolucién y presentes en organismos de muy distinta escala filogenética,
desde procariotas hasta animales y plantas superiores (Andreu y Rivas, 1998;
Hancock, 2001; Zasloff, 2002; Brogden, 2005; Brown y Hancock, 2006). En
animales superiores las defensas son mediadas a través de un sistema inmune y
células especializadas, pero también se produce la liberacion de AMP de
pequeno peso molecular. En insectos, anfibios y otros organismos inferiores es
atn mayor el papel que desempenan estos péptidos en el sistema de defensa e
inmunidad innata (Otvos, 2000). Asi mismo, es cada vez mas evidente que los
vegetales poseen también un sistema de defensa especifico donde intervienen
de forma natural pequefias proteinas y péptidos con actividad frente a
microorganismos fitopatdégenos, como son las tioninas, defensinas o proteinas
de transferencia de lipidos que hemos visto anteriormente (Broekaert ef /.,
1997; Garcia-Olmedo et al., 1998).

La gran cantidad de AMP existentes ha motivado distintos intentos de
sistematizacion en forma de bases de datos de acceso publico, como son la
“Antimicrobial Sequences Database” (http:/ /www.bbecm.units.it/ ~tossi/amsdb.ht
ml)  (Tossi et al, 2000), la  “Antimicrobial  Peptide  Database’
(http://aps.unmc.edu/AP/mainhtml) (Wang y Wang, 2004), y ANTIMIC
(http:/ /research.i2r.a-star.edu.sg/ Templar/DB/ANTIMIC/) (Brahmachaty ez
al., 2004). Estos recursos estan orientados a describir péptidos naturales y sus
derivados de interés biomédico proporcionando herramientas de busqueda,
visualizacién de estructuras secundarias, o desarrollo de nuevas secuencias

antimicrobianas.

El preocupante aumento de cepas bacterianas y fungicas resistentes a
antibiéticos y las propiedades especificas de determinados AMP, han
conducido a proponer su utilizacién médica como agentes terapéuticos (De
Lucca y Walsh, 1999; Hancock, 2001; Zasloff, 2002; Hancock y Sahl, 2006). Su
aplicacion en proteccion vegetal también fue propuesta casi desde el

momento de su identificacion (Jaynes ef al, 1987; Casteels et al., 1989; Rao,
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1995; van der Biezen, 2001; Montesinos, 2007). Sin embargo, al tratarse de
péptidos naturales pueden presentar inconvenientes derivados de su
biodisponibilidad, limitado espectro de accién, toxicidad inespecifica o
estabilidad. Pero también es cierto que su pequefio tamafio multiplica las
posibilidades de disefio racional por cambios en su secuencia de aminoécidos, y
por tanto modulaciéon de sus propiedades en lo referente a estabilidad
proteolitica, especificidad de patdégeno, potencia o toxicidad. Su tamafio
también posibilita la sintesis y purificacién quimica, o su produccién
biotecnolégica de forma heterdloga mediante el disefio de genes sintéticos
(Ingham y Moore, 2007). Estas propiedades dotan a este grupo de moléculas

de un elevado interés cientifico.

2.1. Péptidos antimicrobianos naturales.

Un grupo de péptidos antimicrobianos de importancia en la industria
agroalimentaria son las bacteriocinas (Cotter ¢z a/., 2005). Dentro de éstas se
encuentra la familia de lantibidticos, cuyo representante mas utilizado y
estudiado es la nisina. Son antibidticos producidos por bacterias mediante
modificaciéon post-traduccional de un esqueleto peptidico que incluye
aminoacidos no habituales. Las cepas productoras poseen genes que posibilitan
estas modificaciones post-traduccionales. Estos lantibidticos tienen actividad
antimicrobiana generalmente frente a procariotas, y se han convertido en un
método natural para el control de bacterias patdégenas o contaminantes de
alimentos, al ser muchas de las cepas productoras de bacteriocinas especies
usadas en productos alimentarios (como la bacteria acido lactica L. /factis)
(Rydlo ez al., 20006). La nisina fue la primera bacteriocina descrita en 1947 y ya
en 1969 se aprobé su uso en alimentos, entrando unos afos después en la lista

de aditivos alimentarios permitidos en Europa (numero E234).

Estas bacteriocinas pertenecen a la clase de AMP modificados post-
traduccionalmente y comparten con otros AMP algunas propiedades en su
modo de accién (ver mas adelante). Sin embargo, y debido a la presencia de
modificaciones post-traduccionales, su biosintesis heteréloga es compleja, y
por tanto no incluimos esta familia de antimicrobianos dentro del grupo de

AMP que vamos a estudiar y describir en este trabajo. En cualquier caso, es

38



Introduccion

incuestionable que estos AMP no ribosémicos poseen también un alto

potencial para el control de enfermedades vegetales (Montesinos, 2007).

Los AMP son un grupo amplio que se definen clasicamente como
pequenos péptidos (de tamano inferior a 30-40 aminoacidos), con carga neta
positiva (debida a la presencia de residuos de arginina y lisina), alto contenido
de aminoacidos hidrofébicos y actividad antimicrobiana (Powers y Hancock,
2003) (Tabla 2) Se pueden subdividir a su vez en diversos subgrupos en
funcién de su origen, composiciéon aminoacidica y estructura (Figura 5) (Epand
y Vogel, 1999; Brogden, 2005).

Tabla 2. Secuencias de péptidos de origen natural.

Péptido Secuencia 2 Origen
Buforina 2 TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK Anfibios
Dermaseptina Bl ~ AMWKDVLKKIGTVALHAGKAALGAVADTISQ Anfibios
Magainina 2 GIGKFLHSAKKFGKAFVALKAL Anfibios
Indolicidina ILPWKWPWWPWRR Animales
PR-39 RRRPRPPYLPRPRPP Animales
Protegtina 1 (1-18) RGGRLCYCRRRFCVCVGR Animales
Taciplesina RRWCFRVCYRGFCYRKCR Animales
Tripticina VRREPWWWPELRR Animales
Histatina 5 DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY Humanos
LIL-37 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES Humanos
Apidaecina GNNRPVYIPQPRPPHPRIT Insectos
Cecropina A KWKFKKIEKMGRNIRDGIVKAGPAIEVIGSAKAT Insectos
Cecropina B KWKVEFKKIEKMGRNIRNGIVKAGPAIAVLGEAKAL Insectos
Melitina GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQOQ Insectos
Ib-AMP1 QWGRRCCGWGPGRRYCVRWC Plantas

* Los residuos de aminoacidos catiénicos Arg y Lys aparecen en rojo, los aromaticos Trp y
Phe en verde, los alifaticos Leu, Ile y Val en azul, y en negrita los de cisteina formadores

de puentes disulfuro.
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Un primer subgrupo, minoritario, es el compuesto por péptidos
aniénicos, de pequefio tamafio y ricos en residuos de glutimico y aspartico. Un
ejemplo es la dermicidina de humanos (presente en extractos y fluidos
bronco-alveolares y células epiteliales) (Schittek ez a/., 2001). El segundo grupo
lo forman péptidos lineares catidnicos que carecen de residuos de cisteina y
poseen estructuras secundarias en a-hélice. Pertenecen a este grupo la melitina
y cecropinas de insectos, magaininas y buforinas de anfibios, o la LL.-37 de
humanos (Tabla 2 y Figura 5) (Tossi et al., 2000). El tercer grupo contiene
péptidos catidénicos enriquecidos en aminoacidos especificos. Carecen también
de residuos de cisteina por lo que generalmente adoptan una estructura lineal,
aunque no tan definida como los anteriores. En este grupo se encuentra el
péptido indolicidina de animales (Tabla 2 y Figura 5), el cual es un péptido
catiénico enriquecido en residuos de triptofano (Chan et al, 2000), o las
histatinas (Tabla 2), enriquecidos en residuos de histidina (De Smet y
Contreras, 2005). Un cuarto grupo lo forman aquellos péptidos que contienen
cisteinas en su estructura primaria y que por lo tanto son capaces de formar
puentes disulfuro y estructuras en lamina-@ estables. Este grupo se suele
subdividir a su vez en subgrupos en funcién del nimero de puentes disulfuro
que posean, uno, dos, tres, o mas de tres. Pertenecen a este grupo las
defensinas de animales, plantas e insectos (ejemplos en Figura 5) (Ganz, 2004;
Lehrer, 2004; Seebah ez al., 2007), o el péptido plectasina aislado del hongo
saprofito Pseudoplectania nigrella Mygind et al., 2005), y son la clase emparentada
con las proteinas antimicrobianas vegetales que se han mencionado
anteriormente (defensinas, tioninas o LTP). Por ultimo, el quinto grupo lo
constituyen AMP provenientes de fragmentos de grandes proteinas (ver mas

adelante).

Dentro del cuarto subgrupo anterior, hay que mencionar el aislamiento
y caracterizacion de pequefias proteinas ricas en cisteina y puentes disulfuro, de
caracter basico y con propiedades antimicrobianas, a partir de ciertos hongos
de los géneros Aspergillus, Trichoderma y Penicillinm (Nakaya et al., 1990; Marx et
al., 1995; Gun ez al., 1999; Geisen, 2000; Hao ez al., 2000). En general, se han
denominado AFP (del inglés “antifungal protein”) y presentan actividad frente a
una gran variedad de hongos filamentosos, incluyendo fitopatégenos
(Lacadena ef al., 1995; Vila ez al., 2001; Moreno et al., 2003; Kaiserer ef al., 2003;
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Figura 5. Estructuras secundarias representativas de péptidos y proteinas
antimicrobianas de origen natural (ver referencias en el texto). Obtenidas desde la base
de datos PDB vy visualizadas a través del programa Jmol Viewer (http://www.fli-
leibniz.de/cgi-bin/). En el paréntesis seguido del nombre se indica el identificador en
la base de datos PDB.

Theis e al., 2003). La AFP de 51 aminoacidos aislada del hongo ascomiceto
Aspergillus gigantens es una de las mas estudiadas. Su estructura ha sido resuelta
mediante resonancia magnética nuclear (RMN) (Campos-Olivas ez al., 1995),
llevandose a cabo ademas estudios acerca de su modo de acciéon (Martinez del
Pozo et al., 2002; Theis et al., 2005; Moteno et al., 2000) y su produccién en

plantas transgénicas resistentes (ver mas adelante).
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2.2. Diseiio racional de nuevos péptidos antimicrobianos.

El desarrollo de la sintesis quimica de péptidos y sus analogos ha
supuesto un gran avance en la caracterizacion e identificaciéon de péptidos
bioactivos, de forma que se pueden ensayar practicamente a voluntad el efecto
que tienen modificaciones, adiciones o deleciones concretas de determinados
aminoacidos sobre la actividad de un péptido, o diseflar secuencias de novo y
ensayar su actividad antimicrobiana pudiendo incluso dirigirla frente a

microorganismos o dianas especificas de estos, como veremos mas adelante.

2.2.1. Modificacion de péptidos naturales.

Una estrategia obvia en el diseho de AMP es la modificacion de
péptidos naturales con el fin de potenciar sus propiedades dotandoles de
mayor actividad, especificidad y espectro de accién, o por otro lado reduciendo
aquellas que no son deseables como serfan su toxicidad, pobre estabilidad, o
limitado espectro de accién. Cecropinas, magaininas y melitina (Tabla 2 y
Figura 5) son AMP citotéxicos que han sido bien caracterizados en cuanto a
sus relaciones estructura-funcion (Bechinger, 2004). Sin embargo poseen como
caracteristica no deseable su toxicidad inespecifica. En numerosos trabajos se
ha tratado de modular esta propiedad a través de sus analogos de secuencia o

del disefio de nuevos péptidos hibridos.

Las cecropinas son una familia amplia de péptidos antibacterianos de
35-37 residuos originalmente derivados de la mariposa nocturna
Hyalophora cecropia (Tabla 2). En esta familia se incluyen péptidos homologos de
otras especies, y constituyen componentes esenciales de la respuesta inmune de
insectos, aunque también existen péptidos analogos en mamiferos (Steiner ez
al., 1988). Se han sintetizado andlogos de secuencia de la cecropina B con
menor toxicidad (SB-37 y Shiva-1, Tabla 3), y se demostré que posefan
actividades antibacterianas frente a distintas bacterias fitopatogenas (Nordeen
et al., 1992; Jaynes et al., 1993); sin embargo, estos analogos mantenfan cierta

toxicidad sobre protoplastos vegetales.

La melitina, péptido citotoxico de 26 aminoacidos aislado y principal
constituyente en peso del veneno de abeja (Apis mellifera) (Tabla 2), tiene

actividad citolitica de lisis celular y ha sido profusamente estudiado como
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modelo estructural y funcional de interaccion de péptidos liticos con
membranas biologicas (Terwillinger y FEisenberg, 1982). También se han
llevado a cabo estudios de los determinantes de su toxicidad con analogos de
secuencia (Blondelle e a/., 1993; Oren y Shai, 1997; Asthana e al, 2004). Un
analogo de melitina de 15 residuos derivado de su extremo C-terminal ha
mostrado propiedades antibacterianas comparables al péptido parental, con
reducida actividad hemolitica (Subbalakshmi ez @/, 1999). También, mediante el
ensayo de una serie de analogos no hemoliticos de melitina con similitud de
secuencia y estructura con un dominio de la proteina de cubierta del virus del
mosaico del tabaco (TMV), se identificaron péptidos que inhibian la infeccion
del virus en experimentos de co-inoculacién e interaccionaban de forma
an6émala con el RNA viral (Mel.subK7I, Tabla 3) (Marcos ¢ al., 1995). Este
fue un ejemplo de obtenciéon de una nueva propiedad, en este caso antiviral,

mediante la modificacién de péptidos naturales.

Se han disefiado y caracterizado fusiones de AMP naturales o de
determinados dominios de éstos. Un ejemplo muy documentado es el de
hibridos cecropina-melitina (Tabla 3). Destacan entre ellos los péptidos
quiméricos CEMA (Piers ¢t al., 1994) y su derivado MstAl (Osusky et al.,
2000); el péptido CAMEL, en primer lugar identificado frente a aislados
clinicos bacterianos (Oh ez a/., 2000) y posteriormente testado frente a especies
fitopatogenas de la bacteria Pectobacterium (anteriormente Erwinia) (Kamysz et
al., 2005); Pepl que es activo frente a distintos hongos fitopatégenos
(Cavallarin ef al., 1998); o el hibrido CA(1-8)M(1-18) y distintos derivados de
éste activos frente a cepas colisticina-resistentes de interés biomédico (Saugar e#
al., 2006). Asi mismo, determinados hibridos cecropina A-magainina 2 como el
péptido P18 presentan actividad antibacteriana, e incluso antitumoral, superior
a los péptidos que lo forman, pero no presentan actividad hemolitica (Lee ef a/.,
2004).

Otra propiedad no deseable en AMP es la susceptibilidad a la
degradacion proteolitica, lo cual les confiere poca estabilidad. Las cecropinas se
degradan en presencia de extractos vegetales (Mills e a/, 1994) o proteasas
producidas por microorganismos (Bland y De Lucca, 1998). También péptidos
de animales como indolicidina o LL-37 son sensibles a la degradacién por
proteasas bacterianas (Osapay ef a/., 2000; Schmidtchen ez al., 2002).
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Se han disefiado distintos analogos antimicrobianos con mayor
resistencia a la degradaciéon por proteasas vegetales. Son ejemplos de la
cecropina A el péptido Pep3 (Tabla 3) (Cavallarin e al, 1998) y de la
cecropina B el péptido MB39 (Tabla 3) (Owens y Heutte, 1997). A su vez, un
derivado de Pep3 es el péptido BP76 (Tabla 3) con actividad mejorada frente a
bacterias fitopatdgenas y de menor actividad hemolitica y susceptibilidad frente
a la degradacion #n vitro por Proteinasa K (Ferre ez al., 2006). Otro ejemplo es el
derivado de magainina 2 Myp30 (Tabla 3) (Li ez @/, 2001). El derivado de
indolicidina Rev4 esta formado por la misma secuencia que el péptido parental
pero de manera reversa, y curiosamente demostré mayor resistencia a la
degradacién por proteasas de extractos vegetales y de cocteles comerciales,
unido ademas a una elevada actividad antifingica 7 vitro frente al hongo
patégeno de tabaco Peronospora tabacina (Tabla 3) (Li ef al., 2002).

También por modificacién de secuencia, se ha conseguido mejorar la
potencia antimicrobiana frente a determinados fitopatégenos. El péptido
derivado de la magainina 2, MSI-99 (Tabla 3) tiene mayor carga positiva y
actividad antibacteriana que su péptido parental, conservando la actividad
antifungica frente a los hongos fitopatégenos Alternaria solani y P. digitatum y el
oomiceto P. infestans (Alan y Earle, 2002). Otros ejemplos son determinados
derivados del péptido indolicidina. Inicialmente, se disefio el analogo CP-11
(Falla y Hancock, 1997) con mayor numero de cargas positivas, anfipaticidad,
manteniendo su tamafio e incrementando su actividad antibacteriana y
antifingica, asi como sus propiedades de permeabilizacion de membranas
bacterianas. CP-11 tiene ademas disminuida su capacidad de hemolisis frente a
eritrocitos humanos. Estos estudios sirvieron para el disefio posterior de los
péptidos 10R (derivado de indolicidina) y 11R (derivado de CP-11) (Tabla 3),
que poseen un amplio espectro de actividad antimicrobiana 7z vitro frente a

distintos fitopatbégenos (virus, bacterias y hongos) (Bhargava ez al., 2007b).
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Tabla 3. Secuencias de péptidos antimicrobianos analogos de péptidos naturales.

Péptido Secuencia Fitopatégeno

(Péptido de origen)? (los cambios aparecen subrayados)®

SB-37 (Cec B) MPKWKVFKKIEKVGRNIRNGIVKAGPAIAV Bacterias
LGEAKALG

Shiva-1 (Cec B) MPRWRLFRRIDRVGKQIKQGILRAGPAIAL Bacterias
VGDARAVG

Mel.subK71 (Mel) GIGAVLIVLTTGLPALISWIKRKRQQ Virus (TMV)

CEMA (Cec A::Mel)

MrsAl (Cec A:Mel)

CAMEL (Cec A::Mel)
Pepl (Cec A::Mel)
P18 (Cec A::Mag)
Pep3 (Cec A)

BP76 (Cec A)

MB39 (Cec B)

Myp30 (Mag)
MSI-99 (Mag)
Rev4 (Ind)

10R (Ind)
11R (Ind)

MsrA2 (Der)

MsrA3 (Tem)
PV5 (Pol)

MBGO1 (Rs-AFP1)

KWKLEKKI: :GIGAVLKVLTTGLPALKLTK

MALEHMKWKLEKKI : : GIGAVLKVLTTGLP

ALKLTK

KWKLEKKI: : GAVLKVL
KWKLLKKI: : GAVLKVL

KWKLEFKKTI : : PKELHLAKKF

WKLFKKILKVL

KKLFKKILKFL

HOPKWKVEKKIEKVGRNIRNGIVKAGPATA

VLGEAKALG

MGIGKFLREAGKFGKAFVGEIMKP

GIGKFLKSAKKEFGKAFVKILNS

RRWPWWPWKWPLT

RRPWKWPWWPWRR
RWRRWPWWPWRRK

MAMWKDVLKKIGTVALHAGKAALGAVADTI

SQ

MASRHMFLPLIGRVLSGIL

MRRYCYRKCYKGYCYRKCR

ARHGSCNYVFPAHKCICYF

Bacterias; F. solani

E. carotovora;  F. solani,

P. cactorum

Bacterias

Hongos; P. infestans
Bacterias; F. oxysporum
Hongos; P. infestans
Bacterias

Bacterias; hongos

E. carotovora;,P. tabacina
Bacterias; hongos
P. tabacina

E. carotovora;  hongos;

virus

E. carotovora; hongos

Bacterias; hongos

E. carotovora;  hongos;

virus

F. culmorum

a2 Cec: cecropina; Mag: magainina 2; Mel: melitina; Ind: indolicidina; Der: dermaseptina B1;

Tem: temporina A; Pol: polifemusina I.

b El codigo de colores que se utiliza en los distintos tesiduos es el descrito en la Tabla 2.
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Otra estrategia utilizada para mejorar las propiedades antimicrobianas y
la estabilidad frente a la degradacion de pequenos péptidos ha sido la ciclacion.
Inicialmente, esta aproximacion se ha aplicado a péptidos ricos en arginina y
triptéfano. Asi se ha ciclado en una unién cabeza con cola un hexapéptido,
demostrandose un incremento de la especificidad antibacteriana (Dathe ez a/,
2004). Se disefio un analogo de indolicidina (cycloCP-11) en el cual la
incorporacion en su secuencia de dos residuos de cisteina posibilitd la creacion
de un puente disulfuro que result6 en un aumento de hasta 5 veces la
resistencia a la  degradaciéon  proteolitica, sin perder propiedades
antimicrobianas (Rozek e¢# al, 2003). En otros trabajos, también se han
disefiado péptidos catibénicos ciclicos con propiedades mejoradas de potencia,
toxicidad y resistencia a la degradacion proteolitica, dirigidos frente a bacterias
fitopatogenas (Monroc ef al., 2006a; 2006b).

2.2.2. Péptidos con actividad antimicrobiana diseriados de novo.

El disefio de novo de péptidos se basa en el conocimiento de las
propiedades biofisicas y estructurales de los AMP naturales, en su mayoria
catiénicos, con presencia de residuos hidrofébicos y estructura anfipatica (ver
mas adelante). En uno de los primeros trabajos en los que se aplicaron estos
conceptos al disefio de péptidos contra fitopatégenos se identificaron los
péptidos ESF1 y ESF12 (Tabla 4) que mimetizan la distribucién de cargas y
estructura de las magaininas, pero con una secuencia de aminoacidos diferente
(Powell ez al., 1995). Este estudio concluyé que la disminuciéon de la carga
positiva y el nimero de aminoacidos conlleva una disminucion de la actividad
antimicrobiana. Dos variantes de ESF1, los péptidos GR7 y SA3 (Tabla 4), con
1 6 2 cambios de residuos respectivamente, aumentaron notablemente su
anfipaticidad, carga neta positiva, plegamiento en o-hélice y actividad, sin
incrementar su toxicidad frente a glébulos rojos, llevando la concentracion
inhibitoria iz vitro trente a F. oxcysporum hasta 0,1 uM (Dykes ef al., 1998).

De forma similar se disefiaron los péptidos sintéticos D4E1 (De Lucca
et al., 1998) y D2A21 (Rioux et al, 2000) (Tabla 4). D4E1 presenta una
estructura secundaria en lamina-§3, a diferencia de la mayoria de los casos que
hemos visto hasta ahora. Su actividad se comparé con la de cecropina B y un

analogo de magainina 2, demostrandose que es mas activo (Jacobi ez a/., 2000).
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2.3. Utilizacion de herramientas combinatoriales en la identificacion de
péptidos antimicrobianos.

Desde mediados de los afios noventa, la quimica combinatorial ha

creado grandes expectativas en la identificaciéon de nuevas sustancias bioactivas

ya que posibilita la sintesis y ensayo de grandes colecciones de compuestos

relacionados (llamadas bibliotecas) (Blondelle y Houghten, 1996; Ganesan,

1998). Las bibliotecas combinatoriales sintéticas permiten ensayar de forma

rapida una gran diversidad quimica de una familia de compuestos. A pesar del

inconveniente de su alto coste, ya se empiezan a conocer ejemplos de su

aplicacién a problemas de interés agroalimentario (Khan y Vulfson, 2003;

Lindell y Scherkenbeck, 2005; Miyashita ez al., 2007).

Tabla 4. Secuencias de péptidos antimicrobianos sintéticos de nuevo disefio.

Péptido Secuencia ? Fitopatégenos
ESF1 MASRAAGLAARLARLALRAL Bacterias; hongos
GR7 MASRAARLAARLARLALRAL Bacterias; hongos
SA3 MAARAARLAARLARLALRAL Bacterias; hongos
ESF12 MASRAAGLAARLARLALR Bacterias; hongos
D4E1 FKLRAKIKVRLRAKIKL Bacterias; hongos
D2A21 FAKKFAKKFKKFAKKEFAKFAFAE Bacterias; hongos
PAF26D rkkwfw Hongos
PAF34D rkwlfw Hongos

PPD1 frlhf Hongos

66-10 frlkfh Hongos

77-3 frlkfhf Fusarinm sambucinum
BP100 KKLEFKKILKYL Bacterias
ACHE-I-7.1 SINWRHH Nematodos

2 El cédigo de colores que se utiliza en los distintos residuos es el descrito en la Tabla 2.
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2.3.1. Estrategias combinatoriales sintéticas. Identificacion de los
péptidos PAF.

Una de las clases de bibliotecas combinatorias sintéticas mas utilizadas
son las compuestas por péptidos. Las llamadas bibliotecas “no definidas” no
presuponen ninguna restriccion de secuencia y representan todas las
combinaciones posibles de un n-péptido. Se han utilizado bibliotecas de
hexapéptidos como compromiso entre un nimero de mezclas manejable y una

concentracion efectiva en cada una de ellas.

Mediante el llamado proceso de deconvoluciéon se identifican los
compuestos bioactivos a partir del ensayo de las mezclas de péptidos, que
representan los millones de variantes distintas presentes en una biblioteca.
Existen dos estrategias alternativas para ello: las llamadas “iterativa” y
“posicional”. En la primera se identifican los aminoacidos mas apropiados para
cada posicion mediante sucesivos ciclos iterativos de ensayo, selecciéon y
sintesis. Tipicamente, en el caso de péptidos se inicia el experimento con 400
mezclas distintas que contienen cada una de ellas todos los péptidos definidos
para cada una de las combinaciones posibles de aminoacidos naturales en sus
dos primeras posiciones (20 x 20). El ensayo de las 400 mezclas permite
identificar los dos residuos mas apropiados para las dos primeras posiciones,
generandose seguidamente 20 nuevas mezclas cada una de ellas con uno de los
20 aminoacidos definidos en la tercera posicioén y continuandose con sucesivos
ciclos de ensayo y sintesis. Esta estrategia se siguid con ¢éxito en la
identificacion de un peptapéptido (PPD1) y un hexapéptido (66-10) (Tabla 4)
en un ensayo simultaneo frente a cuatro hongos fitopatogenos (Reed ef al.,
1997). Esta estrategia es costosa porque sélo el primer grupo de 400 mezclas es
“universal”, y cada nueva posicion requiere la sintesis “a la carta” de nuevas

mezclas (bibliotecas), que seran diferentes para cada experimento y aplicacion.

La segunda estrategia de deconvolucion es la “posicional”. Una
biblioteca posicional se divide en tantas sub-bibliotecas como numero de
aminoacidos contenga la secuencia. Cada sub-biblioteca se corresponde con
una posicion definida y estd compuesta por tantas mezclas distintas como
aminoacidos diferentes se incluyan. En el caso tipico de hexapéptidos y
utilizacion de los 20 aminoacidos naturales el total de mezclas es 120 (6 x 20).

Una ventaja de la estrategia posicional es la rapidez en la identificaciéon de
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compuestos, ya que con una unica biblioteca universal se puede realizar la
identificaciéon completa de la secuencia. En este caso se requiere que la
secuencia identificada se sintetice quimicamente para confirmar su actividad,
mientras que en el proceso iterativo el dltimo paso de sintesis y ensayo ya se
realizarfa sobre 20 péptidos definidos.

En este tipo de aproximacién es comun trabajar con D-aminoacidos
debido a que presentan mayor estabilidad (Blondelle y Houghten, 1996). Sin
embargo, se ha demostrado que este tipo de AMP cortos no presentan
diferencias significativas de actividad cuando son sintetizados con los
estereoisomeros D- o L- (Wade e @/, 1990), algo que probablemente esta

relacionado con su modo de accion.

En trabajos anteriores de nuestro grupo, se ha utilizado una biblioteca
de hexapéptidos en formato posicional frente a P. digitatum, identificandose una
serie de D-hexapéptidos, llamados genéricamente PAFs, con actividad
antifungica especifica (Lopez-Garcia ez al., 2002). Una cuestiéon importante es
que la biblioteca y los péptidos definidos se ensayaron también contra
microorganismos no diana como la bacteria E. c/ y el hongo unicelular
S. cerevisiae, con el objetivo de identificar AMP no sélo activos, sino también
especificos. El péptido PAF26D (Tabla 4 y Figura 6) fue seleccionado de entre
toda la colecciéon de PAF (PAF1 a PAF36) como el que mostré la combinacion

Figura 6. Representacién de la estructura y secuencia del péptido
sintético PAF26. Obtenida a través del programa informatico ACD/3D
Viewer (http://www.acdlabs.com/).
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optima de potencia antifingica y especificidad en su acciéon frente a hongos

filamentosos, en especial frente a P. digitatum.

Otras estrategias combinatoriales sintéticas, que ademas permiten
conseguir péptidos mayores sin aumentar el numero de mezclas, es utilizar
bibliotecas “definidas” o “restringidas”, bien por secuencia de aminoacidos o
por estructura. Se ha identificado el péptido KSL (KKVVFKVKFK) a partir
de una biblioteca combinatoria de decapéptidos sintetizada con tan solo 7
aminoacidos (Hong ez al, 1998). También se pueden disefar bibliotecas
derivadas de un péptido lider (‘“/ead’) con el fin de mejorar su actividad. Asi, se
han obtenido 18-meros antimicrobianos utilizando una biblioteca definida
conformacionalmente a partir de AMP de 18 aminoacidos [LK]** (Blondelle ¢
al., 1996). Un ejemplo conceptualmente mas sencillo es el caso de los
heptapéptidos 77-3 (Tabla 4) y 77-12, seleccionados frente al patégeno de
patata Fusarium sambucinum a partir de una serie de hexapéptidos sintetizados
por extension del péptido 66-10, en la continuacién de la estrategia iterativa
descrita anteriormente (Gonzalez ef al., 2002). Muy recientemente, y partiendo
de un péptido que ya habia sido obtenido por disefio racional, se ha sintetizado
una biblioteca combinatorial definida modificando las posiciones 1 y 10 del
péptido BP76 (Tabla 3), obteniéndose el undecapéptido BP100 (Tabla 4) con
propiedades antimicrobianas 7z vivo mejoradas frente a la bacteria fitopatégena
Envinia amylovora (Badosa et al., 2007). De modo similar, la aproximacioén
combinatorial en las posiciones 1-4 de un decapéptido ciclico, proporciond la
obtenciéon de péptidos mas activos frente a esta bacteria y de menor
citotoxidad (Monroc ef al., 2006a).

En este sentido, y siguiendo estas aproximaciones, uno de los objetivos
abordados en el presente trabajo es la posibilidad de mejora del hexapéptido
PAF26 mediante extensiéon de su secuencia, siguiendo una estrategia iterativa
de adicién en su extremo N-terminal de distintos residuos de aminoacidos (ver
Objetivo 3).

2.3.2. Generacion de bibliotecas mediante biotecnologia.

Una ventaja del trabajo con péptidos es que pueden ser producidos
mediante biotecnologifa. Una opcién tedrica (aunque menos explorada) es

producir las bibliotecas in vivo mediante la utilizaciéon de oligonucleotidos
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degenerados, y su expresion condicional dentro de un microorganismo. Estos
sistemas de produccion se pueden dividir en aquellos en los cuales los péptidos
(las bibliotecas) pueden ser identificados en presencia del inductor de expresion
porque muestran actividad antimicrobiana en “cis” contra el propio
microorganismo productor (estrategia de suicidio) (Choi ez al, 2002) y los que

lo hacen en “trans” frente a un microorganismo diana (Raventos e al., 2005).

Un refinamiento adicional son los procedimientos de evolucién dirigida
aplicados a la identificacién de AMP, tales como el “codon-shuffling” (Rao ez
al, 2005), que permite trabajar con genes de mayor tamafio. Estos
procedimientos podtian ser usados para dirigir de forma efectiva la evolucion

in vitro de proteinas y AMP naturales hacia propiedades optimizadas.

Existen otras alternativas para la identificaciéon de AMP mediante
expresion biotecnolégica de bibliotecas. La estrategia de presentacion en fago
(del inglés “phage-display”) es ampliamente conocida y usada en la seleccion de
pequefios péptidos y proteinas con afinidad hacia otras biomoléculas (Smith y
Scott, 1993). Se ha identificado con una biblioteca de péptidos producida en
fagos un heptapéptido inhibidor del enzima acetilcolinesterasa de nematodos,
con el objetivo de poder alterar la normal quimiotaxis de esta clase de
fitopatogenos (ver mas adelante) (Winter e 4/, 2002). Otra biblioteca en fagos
ha permitido identificar péptidos con afinidad z vitro por las envueltas de las
zoosporas del oomiceto Phytophthora capsici (Bishop-Hutley et al, 2002). La
hipétesis de partida era que dichos péptidos podrian alterar el ciclo vital del
hongo. Posteriormente se demostré que la expresion transgénica de los
péptidos asi identificados generd plantas resistentes a la infeccion (Fang ez al.,
2000).

Un aptamero es un péptido que se une a una protefna diana y la
inactiva. Utilizando el sistema del doble hibrido en levadura (Bai y Elledge,
1997) y una biblioteca de péptidos al azar se han identificado aptameros que se
unen a una protefna viral esencial para la replicacion del geminivirus del
mosaico dorado del tomate (TGMV) (Lopez-Ochoa ef al., 2006). Mas de una
treintena de péptidos distintos fueron capaces de inhibir la replicacion y
acumulacién del DNA viral en protoplastos de tabaco. La comparacién de sus
secuencias permite establecer motivos peptidicos que podrian servir como base

a péptidos capaces de conferir proteccion de amplio espectro frente a
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geminivirus. En una estrategia similar pero mas definida, la colecciéon de
péptidos ensayada con el sistema del doble hibrido la constitufan fragmentos al
azar de una proteina de nucleocapsida del tospovirus de las manchas
bronceadas del tomate (TSWV), encontraindose un aptamero de 29

aminoacidos capaz de conferir resistencia a dicho virus (Rudolph ez a/., 2003).

2.4. Péptidos derivados de proteinas.

Se han identificado  pequefos péptidos con  propiedades
antimicrobianas procedentes de las secuencias de aminoacidos o fragmentos de
grandes proteinas, las cuales pueden tener o no actividad antimicrobiana. En el
ejemplo que acabamos de mencionar en el apartado anterior, el péptido activo
contra el TSWV es en realidad un fragmento de su proteina de capsida
(Rudolph ¢z al, 2003). Un caso notable es el de la lisozima, enzima
antibacteriana muy conocida por su actividad muramidasa. Se ha demostrado
que la lisozima T4 contiene en su secuencia péptidos con actividad

antimicrobiana directa y desligada de la enzimatica (During ez a/., 1999).

También se han descrito péptidos bioactivos correspondientes a
secuencias mas cortas de proteinas naturales con actividad antimicrobiana
presentes en plantas. Este es el caso del péptido MBGO1 (Tabla 3) (Schaaper e#
al., 2001), derivado de un dominio de la defensina vegetal de Raphanus sativus
Rs-AFP1 (Figura 5) (Terras et al, 1992). De igual forma se han sintetizado y
ensayado distintos fragmentos derivados de una tionina para identificar su
dominio antimicrobiano (Vila-Perell6 ¢f al., 2005), y en un desarrollo postetior
se han sintetizado distintos péptidos lineares de 9 a 13 residuos de aminoacidos
con modificaciones puntuales pero con actividad antimicrobiana equiparable a
la de la proteina original (Vila-Perell6 ez al., 2000).

Por razones obvias la obtencién de AMP derivados de proteinas que se
encuentran de forma habitual en la alimentacién humana presenta numerosas
ventajas (Pellegrini, 2003). Un ejemplo clasico es el caso de la leche, de la que
se han obtenido distintos péptidos bioactivos con distintas actividades de
relevancia en alimentacion funcional, incluyendo antimicrobianas, a partir de
proteinas tales como la lisozima, a-lactoalbumina, B-lactoglobulina, caseinas o
lactoferrina (Clare e# al., 2003; Meisel, 2005; Korhonen y Pihlanto, 2000).
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Uno de los casos mas relevantes es el de la proteina lactoferrina (LF),
que debe su nombre a su presencia en la leche de mamiferos y capacidad para
quelar hierro (Figura 7). Es una proteina de funciones diversas relacionadas
fundamentalmente con el aporte de hierro y defensas al recién nacido,
habiendo sido extensamente caracterizada por sus propiedades antibacterianas
(Farnaud y Evans, 2003). El péptido lactoferricina (Lfcin) se origina a partir
de la LF mediante digestion con pepsina (Figura 7) (Tomita et al., 1991;
Bellamy e7 al., 1992b). En el caso de la proteina de vaca, la estructura primaria
de la lactoferricina bovina (LfcinB) se corresponde con los residuos 17-41 de la
proteina nativa y presenta mayor actividad antibacteriana que la propia LF
bovina. Se han demostrado distintas propiedades muy interesantes de la Lfcin y
sus distintos péptidos derivados, con actividad antibacteriana (Bellamy e# a/,
1992a; Gitford ez al., 2005), antifungica (Ueta ez al., 2001; Vogel et al., 2002),
propiedades antitumorales (Eliassen ef a/., 2002; 2003), antivirales (Andersen ez
al., 2004) e incluso actividad antihipertensiva (Centeno ef a/., 2000).

LfcinB (1LFC)

EOQ @@@@@
m“ Cys ‘ib .lb @

Figura 7. Estructura tridimensional de la Lactoferrina Bovina y de su péptido
derivado lactoferricina (LfcinB). Se sefiala la localizacién del extremo N-terminal,
del cual se obtiene el péptido LfcinB tras la digestién con pepsina. En la parte
inferior se detalla la secuencia de aminoacidos del péptido.
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El interés por la LF, y sus péptidos derivados, se basa en que esta
considerada como “segura” para distintas aplicaciones biotecnolégicas (Tomita
et al., 2002; Wakabayashi ez a/., 2000), y ya hay ejemplos de proteinas o péptidos
recombinantes de origen bovino (LfcinB) o humano (LfcinH) producidas en
hongos, plantas o animales con finalidad protectora, terapéutica o nutricional
(Ward ez al., 1995; Zhang et al., 1998b; Chong y Langridge, 2000; Lee ef al.,
2002; Nandi ez al., 2002; van Berkel ez al., 2002; Li ef al., 2004; Weinberg, 2007).
Muy recientemente, el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
(USDA) ha aprobado un ensayo de campo confinado de una variedad de arroz
modificado genéticamente que produce la LF humana
(http://www.usda.gov/). Ademds, existen empresas que estin en fase
avanzada de desarrollo de derivados de Lfcin incluso para usos médicos
(Hancock y Sahl, 2006; Weinberg, 2007).

Aunque las propiedades antibacterianas de péptidos derivados de
LfcinB son ampliamente conocidas, en el momento de iniciar este trabajo los
datos sobre sus propiedades antifungicas eran muy escasos y
fundamentalmente relacionados con levaduras y hongos de interés en
medicina. Uno de los objetivos de este trabajo de investigaciéon ha sido la
evaluacion de la actividad antimicrobiana de péptidos derivados de LfcinB

contra hongos fitopatégenos (ver Objetivo 1).

2.5. Nuevas estrategias de identificacion de péptidos.

Aunque todavia no se han aplicado en el campo de la fitopatologia,
existen estrategias adicionales de identificacion de AMP como son el desarrollo
de sistemas 77 silico, capaces de evaluar virtualmente bibliotecas de compuestos
o predecir la actividad de compuestos individuales de nuevo disefio, limitando
as{ la cantidad de bioensayos a realizar (Raventds ef al, 2005; Soltani e# al.,
2007). En la misma linea, se ha propuesto el disefio de AMP no naturales a
través de modelos computacionales que integrarfan las “reglas gramaticales” de
todas las secuencias de AMP existentes, de forma que los nuevos péptidos
disefiados podrian tener varios grados de homologia con AMP naturales
(Loose et al., 2006). Ambas estrategias, son herramientas bioinformaticas que
en el caso de AMP integran bases de datos con informacién sobre relaciones

estructura-actividad, o sobre el modo de accion antimicrobiano.
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También se han desarrollado sistemas de escrutinio de péptidos
mediante el ensayo frente a cepas bacterianas transformadas con el gen de la
luciferasa, cuantificindose la actividad antimicrobiana del péptido en funcién
de la disminucién de la luz emitida por el microorganismo (Hilpert e al., 2005;
2000).

3. MODO DE ACCION DE PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS.

El conocimiento detallado del modo de accién es necesario para
abordar la aplicaciéon de los péptidos antimicrobianos en proteccion vegetal.
Ademas, es esperable que dicho conocimiento contribuira a dirigir el disefio de
nuevas generaciones de AMP asi como a mejorar su utilidad. De especial
relevancia es el estudio de los mecanismos que confieren especificidad para
actuar sobre determinados microorganismos, evitando la toxicidad inespecifica
frente a células animales y vegetales. Existen numerosas revisiones que abordan
estas cuestiones en el caso de péptidos activos de interés en biomedicina
(Zasloft, 2002; Brogden, 2005), siendo muchas de sus generalizaciones

aplicables también en el campo de la fitopatologfa.

Dentro de este trabajo, hemos seleccionado el péptido PAF26 como un
modelo para estudiar en detalle su modo de accion frente al hongo P. digitatum
(ver Objetivo 2), desde distintas aproximaciones experimentales relacionadas

con los datos conocidos de otros AMP y que a continuacién se resumen.

3.1. Propiedades biofisicas de péptidos antimicrobianos.

Algunas de las propiedades estructurales que afectan a la actividad y
especificidad de AMP son: (i) su secuencia de aminoacidos, a menudo
contienen residuos catidnicos (lisina y arginina) e hidrofébicos (triptofano y
fenilalanina) junto con otros también representativos como leucina, isoleucina,
valina o tirosina (ver Tabla 2, Tabla 3 y Tabla 4); (ii) su carga neta, un gran
namero de AMP tienen carga positiva a pH fisiolégico, (iii) su anfipaticidad,
su composiciéon aminoacidica les confiere predisposicion para adoptar
estructuras anfipaticas, muchas veces inducidas bajo determinadas condiciones,

que facilitan su interaccién con bicapas lipidicas, y (iv) estructura vy
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conformacion, pudiendo asumir una gran variedad de estructuras secundarias
distintas incluyendo o-hélices, laminas-3, o estructuras no convencionales

(sobre todo para péptidos de pequefio tamano) (ver ejemplos en Figura 5).

El modo de accion de AMP ha sido ampliamente estudiado mediante
técnicas biofisicas desde la perspectiva de estas propiedades, y dentro de ellas
desde la relacion existente entre la estructura de los péptidos y su actividad
antimicrobiana e interacciéon efectiva con membranas modelo y bicapas
lipidicas artificiales, que en algunos casos emulan a las de los microorganismos
diana [amplias revisiones en (Epand y Vogel, 1999; Powers y Hancock, 2003;
Lohner y Blondelle, 2005)]. Asi, se ha demostrado la capacidad de inserciéon en
membranas modelo de diferentes AMP; algunos ejemplos de relevancia en este
trabajo son determinadas LTP (Regente ¢f al, 2005), péptidos derivados de
LfcinB (Schibli ez al., 2002; Nguyen e# al., 2005), o el trabajo de nuestro grupo
con el péptido sintético PAF26 y determinadas variantes del mismo (Lopez-
Garcia et al., 2004) (ver en Discusion).

Existen varios modelos topolégicos propuestos para la interaccion e
insercion de los AMP en las membranas biolégicas [excelentes presentaciones
en (Brogden, 2005; Bechinger y Lohner, 2006)] (Figura 8). A bajas
concentraciones de péptido las moléculas de péptido interaccionarfan con las
membranas bioldgicas, colocandose en sus proximidades, en principio en una
conformacion “paralela”. Al aumentar la relacion péptido:lipido por encima de
una valor umbral (Huang, 2000), las moléculas de péptido se orientarfan
“perpendicularmente” a las membranas, pudiendo difundir y llegar a insertarse
en las mismas. Cuando dicha relaciéon se aumenta todavia mas las propiedades
de los AMP les permiten actuar como detergentes, atravesando la bicapa y
finalmente formando canales o poros. Estos poros desintegran la membrana
pudiendo seguir en su formacién varias tipologias distintas: son los llamados

modelo en barril, alfombra, y toroidal (Figura 8).

El modo concreto de interaccién y la inserciéon en la membrana
dependerfan fuertemente del tamano del péptido, y se considera que son
necesarios un minimo de entre 8-12 6 18-20 residuos para que un monémero
de AMP con estructura extendida o en a-hélice, respectivamente, pueda
atravesar la bicapa lipidica de lado a lado (Powell ¢z 4/, 2000Db).
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Ratio
AMP/lipidos

Modelo de alfombra Modelo de barril Modelo toroidal

Figura 8. Representacion esquemaitica de los modelos topolégicos propuestos para la
permeabilizacion de membranas producida por AMP. Las regiones hidrofilicas del
péptido aparecen en rojo mientras las hidrofébicas en azul. El aumento de la relacion
AMP/lipido de membrana da lugar a la desestabilizacion y permeabilizacién de las
membranas siguiendo tres modelos distintos. En el modelo de alfombra los péptidos
se sitian paralelos a la superficie de las membranas actuando como un detergente,
rodeandolas y desestabilizandolas a través de la formacion de micelas. En el modelo de
barril los péptidos se agregan a la bicapa lipidica uniéndose a través de su region
hidrofébica, mientras la hidrofilica queda formando el interior de un poro de vatios
nanémetros de diametro. En el modelo toroidal las regiones hidrofébicas de los
péptidos se unen a las cabezas polares de los lipidos de las membranas generando
monocapas que las desestabilizan y dejan poros en su estructura [esquemas adaptados

de (Brogden, 2005)].

Este tipo de estudios y modelos han sido extraordinariamente utiles, y
sus conclusiones han permitido el disefio de nuevos péptidos con propiedades
mejoradas, incluso para su aplicacién en fitopatologia (Powell ef al., 1995; De
Lucca et al, 1998; Rioux et al, 2000). Pero también es cierto que estas
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aproximaciones se han heredado del hecho de que los primeros AMP descritos
interactdan y desestabilizan membranas celulares con facilidad (ejemplos muy
claros son la melitina y las magaininas), y por ello también han “viciado” los
desarrollos dentro de este campo, ya que durante cierto tiempo los han dirigido
en una unica direcciéon. Por ejemplo, estos modelos obvian el hecho de que la
primera linea de interaccién entre un péptido y un microorganismo no es la
bicapa lipidica de una membrana bioldgica, sino las envueltas y estructuras

exteriores a ella (Figura 3), y que varfan de un tipo de microorganismo a otro.

3.2. Interaccion con microorganismos.

El primer paso en la acciéon antimicrobiana es la aproximaciéon e
interaccién fisica del péptido con las cubiertas celulares del microorganismo.
De forma generalista, se asume que la interaccion de AMP de pequefio tamafio
con microorganismos no es estereoespecifica, ya que se ha demostrado que
péptidos con la misma secuencia de aminoacidos sintetizados con los
estereoisomeros D- 6 L- no presentan diferencias sustanciales de actividad
(Wade e al., 1990; Lopez-Garcia ef al., 2000).

La naturaleza catiénica de muchos AMP conlleva una atracciéon
electrostatica por las envueltas celulares cargadas negativamente, como en el
caso del lipopolisacarido (LPS) de bacterias gram negativas, o de las
glicoproteinas y glicoesfingolipidos de las paredes fungicas. De hecho, esta es
una razon plausible para la especificidad frente a microorganismos y ausencia
de toxicidad frente a células de animales y plantas (Epand y Vogel, 1999;
Zasloff, 2002). La interaccion con el LPS se ha demostrado en algunos casos.
Mutantes de la bacteria fitopatégena Ralstonia solanacearnm con la sensibilidad
alterada a tioninas y L'TP presentan alteraciones en un gen de biosintesis de
LPS (Titarenko ef al., 1997). El péptido CEMA (Tabla 3) une el LPS, y esa
capacidad de unién se correlaciona con la actividad diferencial de un péptido
analogo (Piers ez al., 1994).

Como ocurre con determinadas proteinas antimicrobianas de plantas
(Broekaert et al., 1997; Garcia-Olmedo e7 al., 1998) y con AMP de mamiferos
(Dorschner ef al., 2006), 1a actividad de AMP catioénicos sintéticos disminuye en

general con el aumento de la fuerza idnica del medio (Lopez-Garcia ef al.,
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2000), lo que se interpreta como un apantallamiento de la interaccion

electrostatica.

Pero también existen ejemplos significativos de AMP cuya interaccion
no depende primariamente de la atracciéon electrostatica. Un ejemplo muy
caracterfstico de interacciéon con componentes especificos de membranas
bacterianas es el de la nisina. Comparte con muchos otros AMP la capacidad
de formar poros en las membranas. Pero dicha capacidad esconde un
mecanismo mas sutil: Su interaccién primaria se produce con el precursor del
Lipido II, un componente fundamental del peptidoglicano (PEG) de las
membranas bacterianas, facilitando entonces su actividad “basal” formadora de
poros hasta en tres ordenes de magnitud (Breukink e a/, 1999).
Posteriormente, esta interaccién molecular fue resuelta al detalle mediante
técnicas de RMN (Hsu ef @/, 2004). En otros casos se ha demostrado que
determinadas bacterias patégenas que normalmente estan expuestas a la acciéon
de AMP, tienen receptores de membrana implicados en el reconocimiento de
péptidos catiénicos (Llama-Palacios e al., 2005; Bader ez al., 2005; Li et al.,
2007Db).

También se ha demostrado que una o-tionina de vegetales tiene
afinidad en su unién por el B-glucano de las paredes fingicas (Oita ef al.,
2000). El péptido D4E1 (Tabla 4) interacciona preferentemente con
ergosterol, un esterol caracteristico de membranas fungicas (De Lucca e/ 4/,
1998). Mutantes de los hongos fitopatbégenos F. oxysporunm: y Aspergillus oryzae en
la biosintesis de quitina, han mostrado menor sensibilidad a la proteina
antifangica AFP de Aspergillus gigantens y a su efecto de permeabilizaciéon de
membranas (Hagen e7 al., 2007).

La utilizacién de microorganismos modelo esta permitiendo identificar
factores celulares que determinan la sensibilidad a determinadas proteinas
antimicrobianas de plantas. Se ha utilizado §. cerevisiae para demostrar que la
interaccién de la proteina PR-5 (osmotina) con la levadura esta influenciada
por determinadas glicoproteinas de pared (Yun e al., 1997; Ibeas et al., 2000;
Salzman et al., 2004) y se ha encontrado un receptor especifico de membrana
plasmatica que activa respuestas de apoptosis (Narasimhan e a/, 2005).
También, la sensibilidad de S. cerevisiae a distintas defensinas vegetales esta

mediada por la interaccién con diferentes glicolipidos especificos de
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membranas fangicas (Thevissen ef al., 2003; 2004; 2005; Aerts ef al., 20006). Por
otra parte, empiezan también a desarrollarse estudios del modo de accion de
AMP con hongos filamentosos modelo, como es el caso de Neurospora crasa, en
el cual se ha visto que mutantes resistentes a defensinas vegetales tienen
alterado su perfil de glicolipidos de membrana (Park ez 4/, 2005).

3.3. Efectos sobre microorganismos.

Una vez se ha producido la interaccion del AMP con el
microorganismo, se pueden producir una serie de efectos y cambios dinamicos
que afectan a su morfologia e integridad, y en ultima instancia a su viabilidad.
Los dos mas ampliamente documentados en distintos AMP son la
permeabilizacién celular y las alteraciones de la morfologia y desarrollo del

microorganismo.

3.3.1. Permeabilizacion celular.

La capacidad de determinados péptidos para permeabilizar vesiculas
artificiales membranosas se puede medir mediante la liberacion al medio de
sondas fluorescentes encapsuladas, como por ejemplo dextranos marcados con
fluoréforos. Se ha demostrado para un nimero muy amplio de AMP que su
capacidad de insercién y desestabilizacién de bicapas lipidicas se correlaciona
directamente con un efecto de permeabilizacién 7 vitro de vesiculas artificiales.
Algunos ejemplos son los péptidos melitina, cecropina A, magainina 2, o
defensinas animales (Matsuzaki et al., 1997; Hristova ez al., 1997, Kang et al.,
1998; Zhao et al, 2001), incluyendo proteinas antimicrobianas de plantas
(Regente ez al., 2005), asi como péptidos que vamos a estudiar dentro de este
trabajo como son la indolicidina o derivados de la LfcinB (Zhao e al., 2001;
Schibli e# al., 2002; Nguyen et al., 2005).

La utilizacién de sondas fluorescentes también ha permitido
visualizar y cuantificar la permeabilizacion celular y comprobar que la accién de
AMP produce la permeabilizaciéon de los microorganismos susceptibles. Los
ensayos se basan en la incubaciéon del microorganismo con el péptido y la
sonda. Esta sonda puede penetrar al interior de células con sus membranas

alteradas y una vez alli emitir fluorescencia por sus propiedades biofisicas. El
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incremento de la fluorescencia y su visualizacion por microscopia se
interpretan entonces como un aumento de la permeabilizacién celular debida a
la exposicion al péptido. Resultados de este tipo se han obtenido con
defensinas (Thevissen e al., 1999) y LTP vegetales (Regente ¢f al., 2005), con la
proteina AFP de hongos (Moreno e¢f al., 2003; Theis et al., 2003), péptidos de
anfibios (Mangoni e/ al., 2004), o con AMP sintéticos (Reed ¢z al., 1997; Rioux
¢t al., 2000; Gonzalez et al., 2002; Oard et al., 2004).

En estudios previos no publicados de nuestro grupo se confirmé que la
exposicion de P. digitatum a altas concentraciones de PAF26 produce una
permeabilizacién generalizada del micelio (Lopez-Garcia, 2002). El presente
trabajo pretende, dentro del estudio del modo de accién de PAF26, re-explorar

y analizar con mayor detalle este efecto (ver Objetivo 2).

3.3.2. Alteraciones morfologicas.

Los estudios de microscopia han permitido describir distintas
alteraciones morfolégicas y de crecimiento del micelio en hongos
fitopatogenos sometidos a la accién de proteinas y péptidos antimicrobianos
(ver en Discusion) (Kristyanne ef al., 1997; Cavallarin ef al., 1998; Ali y Reddy,
2000; Rajasekaran ez al., 2001; Kaiserer ez al., 2003; Theis e al., 2005; Moreno et
al., 2000). Asi, se observé a concentraciones de péptido que ejercen un efecto
fungiestatico en los hongos sensibles, alteraciones severas en sus paredes y
membranas celulares, engrosamientos o adelgazamientos de hifas dependiendo
del caso, alteraciones en los patrones de ramificacion y de esporulacion, asi

como la distorsién y retraimiento de la membrana plasmatica de las células.

Al igual que en hongos filamentosos, se ha estudiado la morfologia de
células de bacterias y levaduras unicelulares en presencia de AMP, y se han
visualizado distintas alteraciones morfolégicas en las membranas externa e
interna de la bacteria E. co/i sometida a la exposiciéon a distintos péptidos
(Mangoni et al., 2004; Meincken ez al., 2005; Li ef al., 2007a). En la mayoria de
estos trabajos es dificil establecer una comparacion entre los resultados de
distintos laboratorios. Pero en un caso particular, se observaron distintas
alteraciones producidas sobre Pseudomonas aernginosa por dos péptidos distintos
pero de secuencia relacionada (Kalfa ez /., 2001), lo que sugiere la existencia de

distintas dianas o mecanismos de accion.
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No obstante, esta todavia por comprobar si las diferentes alteraciones
descritas se deben a distintas condiciones experimentales 0 microorganismos
ensayados o, por otra parte, a diferencias en el modo de accién de los péptidos,

y en cualquier caso su relacién con las propiedades antimicrobianas.

3.4. Modos de accion intracelular.

Es obvio que la capacidad de muchos AMP para formar poros
transmembrana esta asociada a un efecto de lisis (muerte) celular. Por lo
general, y hasta muy recientemente, se ha asumido que el modo de accion
primario de pequefos péptidos antimicrobianos es la permeabilizaciéon celular.
Sin embargo, estudios recientes sugieren que esta generalizaciéon puede ser
erronea y que estos efectos no son los tnicos mecanismos de muerte celular
inducida por AMP [revisado en (Brogden, 2005)], tal y como vamos a discutir
en nuestro estudio. Incluso en algin ejemplo se ha demostrado que
determinados AMP matan a los microorganismos (bacterianos) sin producir
permeabilizacion celular (Casteels y Tempst, 1994; Steffen ez al., 2000).

Los péptidos catidnicos ricos en arginina y residuos aromaticos
(triptéfano) tienen propension a atravesar membranas biolégicas y localizarse
en el interior celular, comportandose como péptidos tipo penetratinas o
CPP (del inglés ‘cell-penetrating peptides’) (Futaki et al., 2003; Joliot y Prochiantz,
2004; Henriques ef al., 2006). Los CPP tienen la capacidad de atravesar las
membranas de una forma no destructiva venciendo la naturaleza impermeable
de la membrana celular. Muchos de estos péptidos fueron inicialmente
descritos en proteinas homeoticas de desarrollo y sefializacion intercelular y en
proteinas virales. Se ha propuesto incluso la utilizaciéon de estos péptidos como

lanzaderas de proteinas bioactivas (Schwarze ¢z al., 1999; Prochiantz, 2007).

Esta propiedad de traslocacion se ha demostrado en el caso de algunos
AMP o proteinas antimicrobianas (Park ez al, 1998; Haukland ez 4/, 2001;
Powers e# al., 2006; Motreno et al., 2006; Chadha y Das, 2006). Una vez en el
interior celular se ha demostrado que determinados AMP pueden ejercer su
accién antimicrobiana mediante mecanismos intracelulares especificos, como
son la unién a acidos nucleicos, o la inhibiciéon de la biosintesis de proteinas,
pared celular o acidos nucleicos (ver Discusion) [revisado en (Brogden, 2005)].

Estos AMP pueden llegar a tener propiedades pleiotropicas que trascienden su
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actividad  antimicrobiana, como son capacidades antitumorales o
inmunomoduladoras lo cual podria estar también relacionado con un modo de
accion intracelular (Mader 7 a/., 2005; Gittord ez al., 2005; Kristian ez al., 2007).

Ejemplos relevantes en proteccién vegetal son la proteina de tabaco
PR-5 (Narasimhan e al, 2001) y la proteina antifungica aislada de
Penicillinm chrysogenum (Leiter et al., 2005), para las que se ha demostrado que
alteran rutas de sefalizacién intracelular en S. cerevisiae 'y A. nidulans,
respectivamente, e inducen la apoptosis de sus células. La defensina Psd1 de
guisante (Pisum sativum) (Figura 5), posee actividad antifingica 7z vitro frente a
distintos hongos fitopatogenos. Se ha demostrado su interaccién con una
proteina relacionada con el ciclo celular en el hongo Neurospora crassa,

detectandose su localizacion en los nucleos de las células (Lobo 7 a/., 2007).

3.5. Escrutinios dirigidos de actividad antimicrobiana contra dianas
especificas.

La industria farmacéutica ha mostrado interés en el escrutinio de
nuevos compuestos antibidticos dirigido frente actividades biologicas y/o
enzimaticas determinadas, pudiendo asi identificar compuestos con un modo
de accién concreto y que presentaran mejoras en cuanto a su especificidad. En

el campo de la fitopatologia estos ejemplos son todavia escasos.

El heptapéptido ACHE-I-7.1 (Tabla 4) fue identificado en un ensayo
de inhibicién del enzima acetilcolinesterasa con el objetivo de poder alterar la
quimiotaxis de nematodos fitopatégenos, de modo similar a nematicidas
comerciales inhibidores de este mismo enzima (Winter ez a/., 2002). El péptido

demostr6 actividad para el caso de Heterodera glycines y Globodera pallida.

Un segundo ejemplo relevante en nuestro estudio, fue el uso de una
biblioteca combinatorial de octapéptidos a través de un doble escrutinio de
inhibicién del crecimiento de levaduras (S. cerevisiae y C. albicans) y de la
actividad de la ATPasa de membrana Pmalp de levadura (Monk ez a/., 2005). Se
identificaron el octapéptido (BMO) (Tabla 4) y el decapéptido (BM2: D-NH,-
rerfwwirrr-Am) con actividad antifungica de amplio espectro, que se unen a la
supetficie de hongos unicelulares e inhiben la actividad fisiolégica de Pmalp a

concentraciones micromolares.
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3.6. Mecanismos de respuesta frente a péptidos antimicrobianos.

Se ha propuesto que la gran diversidad existente de AMP naturales es el
resultado de la co-evolucién de éstos y de los mecanismos de resistencia de los
microorganismos frente a ellos, de manera que se ha establecido un balance
entre las estrategias de invasion-inhibicién-adaptacion dentro de la interaccion
entre el huésped y el patégeno, del que ha surgido a lo largo de los afios el
amplio repertorio actual de AMP (Peschel y Sahl, 2006).

Existen distintos modelos propuestos sobre los mecanismos que
poseen los microorganismos para contrarrestar la accion de los AMP [revisado
en (Yeaman y Yount, 2003; Peschel y Sahl, 2000)]. Se pueden resumir de forma
general en cuatro tipos de respuestas que incluso algunos autores interpretan
de modo secuencial: () la liberacién de proteasas extracelulares que
degradarfan las proteinas y péptidos antimicrobianos; (iii) la secrecién de
proteinas secuestradoras; (iii) cambios estructurales o de expresion de
proteinas transmembrana transportadoras; y (iv) la alteraciéon de la carga
neta de las superficies exteriores. Algunos ejemplos de estas respuestas se

describen a continuacion.

Se ha demostrado la degradacion de cecropina A por proteasas
extracelulares que ocurre con determinados hongos fitopatégenos (De Lucca ez
al., 1997; Bland y De Lucca, 1998). Por otra parte, en procariotas y eucariotas
existen proteinas transportadoras de membrana (por ejemplo las proteinas
ABC, de “ATP-Binding Cassette’) con funciones de detoxificaciéon por extrusion
de compuestos toxicos para la célula. Algunos de los correspondientes genes
bacterianos estan relacionados con una mayor o menor susceptibilidad a AMP
y codifican proteinas ABC (Parra-Lopez ef al., 1993), y ademas en el caso de
determinados patégenos vegetales se ha demostrado que estan relacionados
con su virulencia (Lépez-Solanilla ez /., 1998). Ya hemos mencionado cémo las
modificaciones de la carga neta de las envueltas bacterianas pueden afectar a la
sensibilidad a péptidos antimicrobianos tanto en el caso del LPS de bacterias
gram negativas (Titarenko ef al, 1997), como del PEG de gram positivas
(Peschel et al., 1999).

En cualquier caso, las respuestas que hemos descrito son modelos

simplistas, ya que la reacciéon de microorganismos a la exposicion a péptidos
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antimicrobianos puede ser mas compleja e implicar procesos que a priori
podrian no estar relacionados (Dorschner ez al., 2006; Nogales ez al., 2006). No
solo esto, se ha sugerido la posibilidad de que la respuesta del microorganismo
sea especifica del péptido, lo cual puede tener importantes implicaciones en el

estudio de las interacciones planta-patégeno (Nogales ez al., 2000).

4. UTILIZACION DE PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS EN
PROTECCION VEGETAL.

Hasta hace poco tiempo, la gran mayoria de trabajos de identificacion y
seleccion de AMP en fitopatologia se habian basado en la actividad zz vitro en
medios de cultivo. Sin embargo, es obvio que la interaccién entre el péptido y
el patégeno en el microambiente vegetal puede estar modulada por factores
complejos que se deben considerar a la hora de evaluar su utilidad. Por este
motivo, son de relevancia los trabajos que caracterizan y evaldan la actividad
protectora de AMP frente a enfermedades vegetales mediante estudios iz vivo,
demostrandose asi la capacidad del péptido de controlar al patdégeno antes, o

durante, el proceso de infeccion.

Se han propuesto distintas estrategias de utilizacion de AMP, desde su
uso como aditivos fitosanitarios directamente en campo durante el cultivo o
sobre fases posteriores de su comercializacion, hasta la modificacién genética
de cultivos mediante la expresion de genes que codifiquen péptidos y proteinas

antimicrobianas.

4.1. Control de fitopatologias mediante adicion de péptidos.

Se han realizado ensayos de co-inoculaciéon del patégeno y el AMP
sobre un tejido vegetal susceptible como un método en algunos casos de
escrutinio 7 vivo para la selecciéon de péptidos activos. Los mas utilizados han
sido hojas o discos de hojas (en plantas de patata y tomate) (Ali y Reddy, 2000;
Alan y Earle, 2002), flores (de manzano y peral) (Badosa ez a/., 2007), frutos
(citricos, tomate y fresa) (Lopez-Garcia ez al., 2000; 2002; 2003; Liu e al., 2007)
o tubérculos de patata (Lopez-Solanilla ez a/., 1998; Ali y Reddy, 2000; Kamysz

et al., 2005). En general, se ha demostrado una disminucion en la progresion de
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la enfermedad que se correlaciona con los resultados zz vitro. También, estas
metodologfas han servido para evaluar la fitotoxicidad de algunos AMP.
Aunque hay que aclarar que el efecto protector de estos ensayos es limitado,
probablemente debido a que si el patégeno puede llegar a escapar del punto de
inoculacién, colonizando areas libres de péptido, escapa también de la presion
antimicrobiana. Este inconveniente de este tipo de bioensayos esta agravado
por el alto coste de los péptidos sintéticos, que impiden tratamientos de la

planta (o fruto) entera.

4.2. Aplicacion en el control de podredumbres postcosecha de frutos.

En la actualidad, existen todavia pocos trabajos de aplicacién de AMP
en el control de podredumbres de frutos en postcosecha. El alto coste de los
péptidos y la dificultad de su expresién transgénica en frutos, limitan de
momento su estudio a los ejemplos de co-inoculaciéon de los AMP con el
patégeno sobre heridas discretas de la superficie del fruto y su mantenimiento

en condiciones similares a las de postcosecha.

Hay que destacar también que el uso de AMP en postcosecha ofrece
una ventaja adicional sobre otros tipos de patosistemas vegetales, ya que es
factible su aplicacion de la misma forma que cualquier otro aditivo
postcosecha. El problema entonces estriba en su produccién, aspecto éste que

analizaremos en la Discusién de este texto.

Nuestro grupo propuso la utilizacion de AMP como alternativa en el
control de podredumbres postcosecha (Lopez-Garcia ez al., 2000). Los estudios
se llevaron a cabo con frutos de tomate y citricos mediante co-inoculacién de
Penicillium o Botrytis con distintos péptidos PAF (Lopez-Garcia ef al., 2000;
2002; 2003). En un experimento disefiado para comparar el efecto del péptido
antimicrobiano PAF26D y los fungicidas comerciales TBZ e IMZ en
condiciones de inoculacién controlada, se demostré que el efecto protector del
péptido fue comparable al alcanzado con los fungicidas (Lopez-Garcia ef al.,
2003). Es importante destacar que cepas de hongos resistentes a fungicidas
comerciales son sensibles a péptidos antimicrobianos; e incluso que su
actividad 7z vitro e in vivo es similar frente a cepas resistentes y sensibles a
fungicidas (Gonzalez 7 al., 2002; Lopez-Garcia ez al., 2003).
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Recientemente, se ha utilizado el péptido CgPep33 procedente de
hidrolizados enzimaticos de ostras, para controlar la infeccién postcosecha
producida por B. cnerea en frutos de fresa. La co-inoculacién del patdégeno con
el péptido proporcioné una reduccion significativa de la incidencia de la

enfermedad y del didmetro de las lesiones en los frutos (Liu ez a/., 2007).

Uno de los objetivos de este trabajo, ha sido la evaluaciéon de la
capacidad de distintos AMP para controlar la incidencia de las infecciones
postcosecha de frutos citricos causadas por P. digitatum, mediante bioensayos
sobre los frutos (ver Objetivo 4).

4.3. Produccion y utilizacion mediante expresion transgénica.

La biotecnologia aplicada a la proteccion de plantas frente a
enfermedades representa una atractiva alternativa para la agricultura,
complementando asf las técnicas mas clasicas de mejora genética dirigidas a la
obtencién de cultivos resistentes. A mediados de los afios ochenta del siglo
pasado se publicaron los primeros resultados de obtenciéon de plantas con
proteccion frente a patdgenos vegetales, en ese caso fueron virus, mediante
transformacion genética (Abel e @/, 1986; Fitchen y Beachy, 1993). Otro
ejemplo de gran trascendencia fue el control de plagas de insectos basado en la
expresion de la toxina de Bacillus thuringiensis (Bt) (Barton e al., 1987; Estruch ez
al., 1997). En ambos casos, ya existen aplicaciones comerciales basadas en estos
descubrimientos iniciales. Desde entonces, y quizas con la tnica excepcion del
continente ecuropeo, la biotecnologia vegetal se esta utilizando de modo
creciente con el fin de desarrollar cultivos protegidos frente a las enfermedades
y plagas causadas por hongos, virus, bacterias e insectos, y aumentar asi la

productividad.

El desarrollo de plantas transgénicas que expresen proteinas y péptidos
antimicrobianos puede ser de gran utilidad en el contexto del control de
enfermedades vegetales, sobre todo en aquellos casos en los que éstas no son

eficientemente controladas por los métodos tradicionales.
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4.3.1. Proteinas antimicrobianas.

La expresion de los propios genes de defensa de las plantas que
codifican proteinas con actividad antimicrobiana directa frente a patégenos ha
sido una estrategia muy utilizada y que ha dado lugar a resultados
experimentales efectivos. Un grupo importante con numerosos ejemplos son
las proteinas de defensa PR. Ya en el afio 1991, se produjeron plantas de
tabaco resistentes a R. solani que expresaban una quitinasa (PR3) de guisante
(Broglie ez al., 1991). También, un poco mas tarde, fue la expresion de la
proteina PR-1a la que confiri6 resistencia frente a P. fabacina (Alexander et al.,
1993). Por otro lado, se han expresado, aisladas de cebada, una tionina en
plantas de tabaco (resistentes frente a bacterias fitopatogenas) (Carmona ez /.,
1993) y la proteina LTP2 en Arabidopsis (que protegio a la planta frente a la
infeccién por P. syringae) (Molina y Garcia-Olmedo, 1997). La defensina de
alfalfa AIfAFP fue expresada en patata (otorgandole resistencia a los patégenos
Verticillinm dabliae, A. solani y F. culmorum) (Gao et al., 2000) y la defensina de la
planta Dablia merckii Dm-AMP1 en berenjena (mostrando resistencia frente a
los hongos B. cinerea 'y Verticillinm alboatrum) (Turrini ef al., 2004) y en plantas de
papaya (resistentes a DPhytophthora palmivora) (Zhu et al., 2007). Distintas
proteinas tipo heveina también han sido expresadas con éxito (Koo ef al,
2002; Lee et al., 2003b).

Con el mismo fin, se ha estudiado la transferencia de genes
antimicrobianos de diferentes origenes distintos de plantas (bacterias, hongos,
insectos, anfibios o mamiferos). La transformacion con los genes que codifican
enzimas liticos de hongos micoparasitos y antagonistas como 1. harzanium son
efectivas frente a fitopatdégenos (Lorito et al, 1998; Dana et al, 2000).
Quitinasas de este hongo han sido expresadas en plantas transgénicas de
manzano incrementando su resistencia a la infecciéon por el hongo
Venturia inaequalis (Bolar et al, 2001). También la proteina antifungica de
hongos AFP ha sido expresada en plantas de trigo confiriéndoles resistencia
trente a Erysiphe graminis (Oldach et al., 2001), en plantas de arroz frente a
M. grisea (Coca et al., 2004; Moreno et al, 2005), o en plantas de mijo
haciéndolas resistentes a infecciones por hongos y oomicetos (Girgli et al.,
20006). La proteina de mamiferos LF, como ya se ha comentado, ha sido uno

de los ejemplos mas estudiados de una proteina de mamiferos que ha mostrado

68



Introduccion

capacidad de proteccién frente a infecciones de distintos microorganismos en
plantas de tabaco (Mitra y Zhang, 1994; Salmon et al., 1998; Zhang ez al., 1998b;
Li et al., 2004), de arroz (Nandi ef al., 2002; Takase ez al., 2005; 2005), de tomate
(Lee ez al., 2002) y de patata (Chong y Langridge, 2000).

Por dltimo, se han usado fusiones de genes antimicrobianos con
proteinas de distintas funciones. En A. thaliana han sido expresadas distintas
poliproteinas formadas por la fusién de un anticuerpo especifico frente al
hongo Fusarium, junto con la proteina AFP, la defensina Rs-AFP2 y una
quitinasa de trigo (Peschen e# al, 2004). Lineas obtenidas con las distintas

construcciones fueron resistentes a la infecciéon por el hongo F. oxysporum.

4.3.2. Péptidos antimicrobianos.

Una consecuencia obvia del trabajo con péptidos compuestos por
aminoacidos naturales es su producciéon mediante biotecnologia, a través de
transgenia del cultivo al que se pretende proteger, de igual modo a como se ha
realizado con distintas proteinas antimicrobianas, como acabamos de ver. El
pequeno tamano de los AMP ofrece ventajas en cuanto a las posibilidades de
diseflo racional, pero de cara a la expresion transgénica facilita ademas el
disefio de genes sintéticos desde oligonucleétidos “a la carta” que cubran toda
la secuencia peptidica y permite la produccion de distintos péptidos (con
distintas  especificidades antimicrobianas) fusionados en una unica
construccion. Sin embargo, por contrapartida, existen cuestiones que pueden
afectar a su viabilidad como son su expresion especifica de tejido, constitutiva
o inducible, su secreciéon o localizacién intracelular, su estabilidad (posible
degradacion por proteasas) y, especialmente en el caso de péptidos y proteinas
con puentes disulfuro, su plegamiento apropiado. Ademas, debido a que
muchos AMP perturban las membranas biologicas, serfa ideal que la célula los
sintetizara en una forma inactiva para minimizar el dafo causado a las células
huésped hasta que se produzca la infeccién del patégeno. Otro de los
problemas de la expresion de AMP en plantas es el hecho de que su actividad
antimicrobiana es, en la mayoria de los casos, reducida por la presencia de

concentraciones fisiolégicas de cationes.
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En la Tabla 5 se resumen las contribuciones mas significativas de
proteccion lograda mediante la expresion transgénica de AMP de disefio

racional, no naturales. En el texto que sigue resumimos dichos trabajos.

Los intentos iniciales de expresién transgénica utilizando AMP
naturales dieron lugar en muchos casos a resultados pobres o no deseables,
probablemente debido a problemas de estabilidad o toxicidad inespecifica.
Finalmente, determinados analogos estables de cecropina B fueron expresados
con éxito en plantas de tabaco, protegiéndolas frente a la infeccién por
distintas Pseudomonas (Jaynes et al., 1993; Huang ez al., 1997). En uno de estos
trabajos se estudiaron dos analogos distintos con similares actividades 7 vitro,
siendo so6lo uno de ellos activo z planta, el péptido Shiva-1 (Tabla 3) (Jaynes ez
al., 1993). Probablemente esto fue debido a la mayor similitud del otro, el
péptido SB-37 (Tabla 3), con la cecropina B que es mas susceptible a la
degradacion (Mills e# al., 1994). Sin embargo, en un trabajo posterior, SB-37 ha
sido expresado con éxito en plantas de patata confiriéndoles resistencia frente a
la bacteria Erwinia carotovora (Arce et al., 1999). Otra alternativa para estabilizar
la cecropina in planta ha sido expresarla fusionada a secuencias que la dirigen al
espacio intercelular, preservandola del ataque de proteasas y obteniendo en este
caso lineas de arroz con susceptibilidad reducida frente a patdégenos naturales
(Sharma ez al., 2000). El direccionamiento a espacios celulares determinados ha
producido resultados diferenciales y prometedores en distintos AMP (Li e# al.,
2001; Coca et al., 2006). También se ha mostrado la utilidad de expresar
determinados AMP mediante el genoma cloroplastico, para conseguir un
confinamiento génico mas eficiente y mejorar los niveles de produccion del
péptido (DeGray et al., 2001).

El péptido quimérico MsrAl (Tabla 3) se disefio para eliminar la
capacidad hemolitica de sus dos péptidos parentales, y se expresé en patata
(Osusky ez al., 2000). Se demostré proteccion en planta frente a hongos y en
tubérculos frente a la podredumbre blanda causada por Erwinia. Su ausencia de
toxicidad se confirmé mediante ensayos de alimentaciéon de ratones. Este
trabajo es muy relevante ya que es el primer ejemplo en el que un AMP de
disefio se produce en planta y se consigue un fenotipo de protecciéon de

importancia agronémica y con ausencia de toxicidad demostrada.
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Tabla 5. Proteccion vegetal mediante expresion transgénica de AMP.

Péptido Huésped Patogeno(s) Referencia
Shiva-1 Tabaco (IN. fabacum) P. solanacearnm (Jaynes ez al., 1993)
Patata (8. tuberosum) E. carotovora (Yi et al., 2004)
Panlownia tomentosa Molicutes (fitoplasma) (Du et al., 2005)
MB39 Tabaco (N. fabacum) P. syringae (Huang ez al., 1997)
Manzano (M. domestica)  E. amylovora (Liu et al., 2001)
SB-37 Patata (S. tuberosum) E. carotovora (Azce et al., 1999)
MsrAl Patata (S. tuberosum) E. carotovora; P. cactornm, (Osusky e al., 2000)
F. solani
D4E1 Tabaco (IN. tabacum) C. destructivum (Cary et al., 2000)
Chopo (P. tremula x A. tumefaciens; X. populi (Mentag et al., 2003)
P. alba)
Algodon (G. birsutum) 1. basicota (Rajasekaran ef al., 2005)
Myp30 Tabaco (IN. fabacun) E. carotovora; P. tabacina (Li ez al., 2001)
ESF12 Alamo (Popuins sp.) 8. musiva (Liang e7 al., 2002)
MSI-99 Tabaco (IN. fabacum) Bacterias; hongos (DeGray et al., 2001;
Vid (V. vinifera) Chakrabarti e a/., 2003;
Banana (Musa sp.) F. oxysporuns; M. musicota Vidal ef at., 2006)
Tomate (L. esculentums) — P. syringae (Alan ef af,, 2004)
Pepl1 Tomate (L. esculentuns) — P. infestans (Jones et al., 2004)
MsrA3 Patata (8. tuberosum) E. carotovora; P. infestans, (Osusky ez al., 2004)
P. erythroseptica
CEMA Tabaco (N. tabacum) F. solani (Yevtushenko ez al., 2005)
MsrA2 Patata (S. tuberosum) E. carotovora; hongos (Osusky e al., 2005)

Tabaco (IN. tabacum)

ACHE-I-7.1 Patata (S. tuberosum)

Rev4

Tabaco (IN. fabacum)

Arabidopsis thaliana

10R y 11R  Tabaco (IN. tabacum)

PV5

Tabaco (IN. fabacum)

Bacterias; hongos;

oomicetos
G. pallida

Bacterias; oomicetos

(Yevtushenko y Misra,
2007)

(Liu et al., 2005)
(Xing e al., 20006)

E. carotovora; hongos; TMV (Bhargava e al., 2007b)

E. carotovora; hongos; TMV  (Bhargava e al., 2007a)
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El AMP sintético D4E1 (Tabla 4) es activo cuando es producido en
tabaco y confiere proteccién en bioensayos de inoculacién foliar de hongos
fitopatogenos (Rajasekaran ez a/., 2001). En el caso de péptidos tan pequenos es
necesario considerar el posible efecto sobre la actividad de la adicién de
residuos adicionales de aminoacidos, derivada del disefio de genes sintéticos, y
en este aspecto D4E1 parece ser particularmente apropiado y es uno de los
AMP mis contrastados mediante expresion en distintos trabajos y cultivos,

algunos de interés agronémico (Mentag ¢f al., 2003; Rajasekaran ef al., 2005).

Otro de los péptidos mas estudiados a nivel de expresion transgénica
en distintas plantas ha sido el péptido MSI-99 (Tabla 3). Se ha expresado en
plantas de tabaco (DeGray ef al., 2001; Chakrabarti ez a/., 2003), vid (Vidal ez al.,
20006), banana (Chakrabarti ez al, 2003) y tomate (Alan e al., 2004), dando

resultados satisfactorios frente a la infeccién por distintos fitopatdgenos.

Una alternativa para soslayar la posible inestabilidad de AMP motivada
por su pequefio tamafio es el mimetizar sistemas naturales para la produccion
de pequefios péptidos derivados de pre-proteinas de mayor tamafo, de forma
analoga a lo que sucede con la indolicidina. En plantas de tomate, la sistemina
es un péptido de 18 aminoacidos muy conocido por su papel en la senalizacion
de respuestas vegetales frente al ataque por insectos masticadores, y que se
sintetiza como un precursor de mayor tamafio (prosistemina) (Pearce e al.,
1991). En una aproximaciéon muy interesante se utiliz6 la prosistemina como
un sistema lanzadera para producir y liberar el péptido antimicrobiano
previamente caracterizado Pepll (Owens y Heutte, 1997; Cavallarin ez 4/,
1998), confiriendo resistencia en plantas de tomate frente a la infeccién por el

patogeno P. infestans (Jones et al., 2004)

Los datos de toxicidad y bioactividad 7z vifro son importantes pero no
deberfan ser completamente determinantes en la valoracion de la utilidad de un
AMP. El péptido MsrA3 (Tabla 3) tiene una pobre potencia z vitro pero sin
embargo ha dado resultados satisfactorios cuando se ha expresado en plantas
de patata y suficientes para prolongar significativamente el tiempo de
almacenamiento de sus tubérculos (Osusky ez al, 2004). Por el contrario, en el
caso de péptidos con alta toxicidad (inespecifica) una alternativa interesante es
su expresion bajo el control de promotores inducibles por patégenos, y que

s6lo se activarfan localmente cuando un patégeno intenta infectar el tejido
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vegetal (Mitsuhara ez a/., 2000; Yevtushenko ez al., 2005; Yevtushenko y Misra,
2007). En este contexto hay que destacar la expresién del péptido Shiva-1 en
plantas de patata bajo el control del promotor del gen PALS (Yi et al., 2004).
Este gen codifica un enzima, la fenilalanina amonioliasa, que se expresa como
respuesta a distintas situaciones de estrés entre las que se encuentra el ataque
de patégenos. En citricos se ha demostrado la induccién de un gen PAL como
respuesta a la infeccion por P. digitatum (Marcos et al., 2005). Este trabajo
demostré una reduccion significativa de las infecciones producidas por la
bacteria E. carotovora sobre los propios tubérculos mayor bajo la expresion de
este promotor que cuando la infecciéon se producia en lineas transgénicas
transformadas con el AMP bajo la expresion de un promotor constitutivo.
Otro ejemplo es el clonaje del péptido MB39 (Tabla 3) bajo la expresion del
promotor de la proteina PR osmotina en plantas de manzano, resultando los
vastagos obtenidos en algunas lineas transgénicas mas resistentes a la infeccion
por la bacteria E. amylovora (Liu et al., 2001).

Es significativo la inhibicién del parasitismo de nematodos sobre patata
mediante la expresiéon del heptapéptido ACHE-I-7.1 (Tabla 4) que habia
mostrado inhibiciéon iz vitro de la actividad acetilcolinesterasa (el mismo

mecanismo que el de otros nematicidas del mercado) (Liu ez al., 2005).

Dentro de este estudio, también es interesante destacar los resultados
positivos obtenidos con distintos péptidos derivados de Indolicidina. El
derivado Rev4 (Tabla 3) ha sido expresado en plantas de tabaco y de
A. thaliana a través de diferentes construcciones en las cuales se fusionaron al
péptido secuencias sefial de localizacion extracelular (Xing ez al, 2000).
Ademas, en el caso de A. thaliana, Rev4 fue co-expresado con el péptido
Myp30 (Tabla 3). Las distintas lineas transgénicas obtenidas mostraron
resistencia a la bacteria E. carotovora y al oomiceto P. fabacina en plantas de
tabaco, y a la bacteria P. syringae y al oomiceto Peronospora parasitica en plantas de
A. thaliana. También derivados de indolicidina y expresados en plantas de
tabaco son los péptidos 10R y 11R (Tabla 3) (Bhargava ez a/., 2007Db).

Finalmente, un ejemplo significativo por el amplio espectro de
resistencia descrito es el del péptido PV5 (derivado de la polifemusina I) (Tabla
3) (Zhang et al, 2000). Su expresion en plantas de tabaco ha conferido

resistencia a la infecciéon causada por distintas clases de fitopatdgenos: los
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hongos B. cnerea, Verticillium sp. y F. oxysporums, la bacteria E. carotovora; y el
virus del mosaico del tabaco (TMV) (Bhargava ez a/., 2007a). En los dos ultimos
trabajos, se examiné ademas que la expresion de los péptidos 10R, 11R, y PV5
no tuvo un efecto fitotéxico sobre la viabilidad de las células de la propia
planta (Bhargava ez a/., 2007a; 2007b).
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Objetivos

Este trabajo se enmarca en la busqueda de nuevas alternativas para el
control de las enfermedades causadas por hongos fitopatogenos. Como
principal modelo experimental se ha utilizado la podredumbre postcosecha de
frutos citricos causada por el hongo Penicillium digitatum. A lo largo de la
Introducciéon se ha destacado y justificado la relevancia de los péptidos
antimicrobianos, y de su modificacién y disefio racional, como alternativas para
el control de fitopatologias. En este contexto, se han propuesto inicialmente

los objetivos que se detallan a continuacion.

Como Obijetivo 1 se ha planteado el estudio comparado de la actividad
antimicrobiana de péptidos derivados de la proteina natural Lactoferrina
bovina y del hexapéptido previamente identificado PAF26, frente a distintos

hongos fitopatégenos de interés agroalimentario.

El Objetivo 2 ha sido el analisis detallado del modo de accion
antimicrobiano de PAF26 sobre el hongo fitopatéogeno de postcosecha
P. digitatum.

Dentro del Objetivo 3 hemos utilizado el péptido PAF26 como un
compuesto lider en la generacion e identificacion de nuevos péptidos

antimicrobianos con propiedades mejoradas frente a hongos fitopatégenos.

Por ultimo, el Objetivo 4 ha sido la evaluacion comparada de la
capacidad de control de distintos péptidos antimicrobianos sobre la

podredumbre verde causada por P. digitatum en frutos citricos.
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Materiales y métodos

1. MICROORGANISMOS UTILIZADOS.

Los microorganismos utilizados en este estudio se detallan en la Tabla
6. Entre ellos se encuentran aislados naturales de hongos relacionados con las
enfermedades postcosecha de citricos y frutos de pepita, asi como otros
hongos de importancia agronémica. También se incluyeron determinadas cepas

tipo de laboratorio de hongo, levadura y bacterias (ver mas abajo).

Se eligieron tres aislados de Penicillinm patdégenos de postcosecha
identificados taxonémicamente en trabajos previos mediante secuenciacion del
ITS del rRNA (Lopez-Garcia, 2002). P. italicum (aislado PHI-1) y P. digitatum
(PHI-26) son conocidos patogenos de citricos, mientras P. expansum (PHI-65)
es patégeno de manzanas. P. brevicompactum (PHI-8) es un aislado obtenido
mediante placas de contacto de la maquinaria de una central hortofruticola, el
cual se ha visto que posee una pobre capacidad infectiva sobre frutos citricos
(Lopez-Garcia et al., 2003).

Ademas se seleccionaron algunos ejemplos de otros hongos de
relevancia en fitopatologia. Alternaria sp. (PHI-44) es un aislado procedente de
un lavado de piel de naranja (Lépez-Garcia ef al, 2003) y es un ejemplo de
especie poco afectada por los fungicidas cominmente usados en la industria de
citricos. Fusarium oxysporum (CECT28606) causante de la fusariosis vascular del
tomate, Botrytis cinerea causante de la podredumbre gris [aislado #8 es un aislado
obtenido de plantas ornamentales (Moreno ef al, 2003)], y el hongo
Magnaporthe grisea (aislado PR9Y) (Coca ef al., 2004) causante de la piriculariosis
del arroz, son representantes de hongos patégenos de plantas ampliamente
estudiados tanto desde el punto de vista basico como por la importancia de las

pérdidas que ocasionan.

Las cepas modelo de laboratorio del hongo filamentoso A. nidulans
(biAl), de la levadura Saccharomyces cerevisiae (FY1679) y de las bacterias
Bacillus subtilis (CECTA498) v Escherichia coli IDH5a) también fueron incluidas en

el estudio para valorar la especificidad en la acciéon antifungica de los péptidos.
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Tabla 6. Microorganismos utilizados en este estudio.

Clasificacion ~ Aislado Procedencia Fuente

B. cinerea #8 Fundacién PROMIVA (Madrid) (Moreno et al., 2003)

M. grisea PRY Dep. Genética Molecular (IBMB) (Coca ef al., 2004)

A. nidulans biA1l Lab. Biotecnologia (IATA)

F. oxysporum CECT2866 CECT

P. italicum PHI-1 Lab. Postcosecha IATA) (Lopez-Garcia ef al., 2000)
P. brevicompactum  PHI-8 Lab. Postcosecha (IATA) (Lopez-Garcia e al., 2003)
P. digitatum PHI-26 Lab. Postcosecha IATA) (Lopez-Garcia ef al., 2000)
Alternaria sp. PHI-44 Lab. Postcosecha IATA) (Lopez-Garcia ef al., 2003)
P. expansum PHI-65 Lab. Postcosecha (IATA) (Lopez-Garcia e al., 2003)
S. cerevisiae FY1679 Lab. Biotecnologia (IATA)

B. subtilis CECT498 CECT

E. coli DHb5« Lab. Postcosecha (IATA)

2. MEDIOS DE CRECIMIENTO Y CONDICIONES DE CULTIVO.

2.1. Hongos.

Todos los hongos se crecieron en placas de PDA (‘agar de patata
dextrosa’, Difco-BD Diagnostic, Sparks, MD, USA) durante 7-10 dias
dependiendo del hongo a 24 °C en estufa. La unica excepcion fue M. grisea, que
fue crecido en medio de harina de arroz (20 g/L de harina de arroz, 15 g/L
agar y 2,5 g/L de extracto de levadura) (Coca ¢f al., 2004).

Cuando el micelio habia esporulado, las esporas se recogieron
adicionando agua estéril sobre la superficie del micelio en la placa y rascando
con una espatula estéril, o rascando directamente desde la placar y transfiriendo
el material a un tubo con agua estéril. Las esporas se filtraron a través de lana
de vidrio estéril y se cuantificaron con una camara cuenta-glébulos para ajustar
a la concentracion deseada para los distintos ensayos. En los experimentos
antifingicos en medio liquido se utilizé6 el medio PDB (‘caldo de patata

dextrosa’) para todos los hongos.
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2.2. Levaduras.

S. cerevisiae se crecié a una temperatura de 30 °C en medio YPD (1%
extracto de levadura, 2% peptona, 2% dextrosa, mas 1,5% agar bacteriol6gico
en caso de placas de medio sélido). Inicialmente, se crecié en un cultivo
nocturno en agitacion, cuantificindose el nimero de UFC/mL con una cimara

cuenta-globulos para ajustar la concentracién apropiada para cada ensayo.

2.3. Bacterias.

E. coli y B. subillis se crecieron a 37 °C en medio Luria-Bertani (LB) (1%
triptona, 0,5% extracto de levadura, 1% NaCl, 1,5% agar bacteriologico en el
caso de placas de medio sélido). Se crecieron en un cultivo nocturno con
agitacion, diluyéndose a la mafiana siguiente en medio fresco LB. Tras 2-3 h
adicionales de incubacién se estimé el nimero de UFC/mL en el momento de
crecimiento exponencial del cultivo mediante la medida de la DOy, (una
unidad de DO equivale a 3,50 x 10° UFC/mL) ajustaindose hasta la

concentracion adecuada usada en los ensayos antibacterianos.

3. PEPTIDOS SINTETICOS.

3.1. Propiedades.

La mayoria de los péptidos usados (Tabla 7) fueron sintetizados por
una compania externa, (GenScript Corporation,Piscataway, NJ, USA)
(http://www.genscript.com/) mediante la quimica del grupo base-labil N-(9-
fluorenil)-metoxicarbonilo (Fmoc) (Fields y Noble, 1990). Todos los péptidos
se solicitaron en cantidades de entre 10 y 50 mg y a una pureza de >90%. Los
péptidos se purificaron por cromatografia liquida de alta presion en fase
reversa (RP-HPLC) y su identidad se confirmé por espectrometria de masas
MALDI-TOF. Salvo indicacién contraria (ver Tabla 7), los péptidos se
sintetizaron con sus extremos modificados por acetilaciéon (Ac) en el amino
terminal y amidaciéon (NH,) en el carboxilo terminal. Ademas, en el caso del

péptido PAF26L también se utilizé una versién con su extremo amino terminal
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modificado por adicion covalente del fluoréforo 5-isotiocianato de fluoresceina
(FITC-PAF26L) (ver mas adelante Figura 13).

Por otra parte, se utilizé el péptido comercial melitina (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA), y los péptidos BP15 y BP76 cedidos amablemente por
los Drs. E. Montesinos y E. Bardaji (Institut de Tecnologia Agroalimentaria y
Laboratori d’Innovacié en Processos i1 Productes de Sintesi Organica,
Universitat de Girona) (Ferre ez al., 2000).

Todos los péptidos utilizados poseen una carga neta positiva segin
estimaciones a pH fisiologico (entre +3 y +06), y son de bajo peso molecular. El
indice GRAVY de hidropaticidad (Kyte y Doolittle, 1982) se calcul6 mediante
un servidor publico de Internet (http://www.expasy.ch/tools/protparam.html)
Valores negativos en el indice GRAVY indican que el péptido es hidrofilico,

mientras que valores positivos corresponden a moléculas hidrofébicas.

En los distintos estudios realizados se utilizaron versiones de los
péptidos sintetizados con D-aminoacidos, de forma paralela a los estudios
previos de identificacién y caracterizacion de los péptidos PAF (Lopez-Garcia,
2002), y/o versiones de sus estereoisémeros L. En los péptidos PAF, y en cada
caso que corresponda, se indicara si el péptido utilizado es la versiéon formada
por D- o L-aminoacidos, con el correspondiente sufijo en el nombre del

péptido (Tabla 7).

3.2. Cuantificacion espectrofotométrica.

Los péptidos liofilizados se disolvieron en tampén 5 mM 3-(N-
morfolino)-acido propanosulfénico (MOPS) a pH 7. Las concentraciones de
cada péptido se determinaron midiendo la absorbancia a 280 nm (¢**'= 5600
M'cm™ del residuo de Trp), reconfirmandose antes de cada experimento
(Figura 9A). En el caso del péptido FITC-PAF20L, la concentraciéon también
se determiné mediante la medida de la absorbancia a 495 nm (¢*°= 68000 M-
'em™ del fluoréforo FITC) (Figura 9B). Soluciones stock de cada péptido se
prepararon a 1-5 mM en tampén MOPS a pH 7 y se guardaron a -20 °C.
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Tabla 7. Secuencias y propiedades de los péptidos usados en este estudio.

Péptido Secuencia 2 Carganeta® MW GRAVY ¢ Fuented
PAF26D Ac-rkkwfw-NH, +3 9912  -1,883 1]
PAF26L Ac-RKKWFW-NH, +3 9912 -1,883 2]
PAF34D Ac-rkwlfw-NH, +2 9762  -0,600 1]
PAF38D Ac-rrkkwfw-NH, +4 11474 2257 2]
PAF38L Ac-RRKKWEW-NH, +4 11474  -2,257 2]
PAF39D Ac-krkkwfw-NH, +4 11194  -2,171 2]
PAF40D Ac-hrkkwfw-NH, +3,1 11283 -2,071 2]
PAF40L Ac-HRKKWEW-NH, +3,1 11283 -2,071 2]
PAF41D Ac-frkkwfw-NH, +3 11384 -1,214 2]
PAF42D Ac-wrkkwfw-NH, +3 11774  -1,743 2]
PAF43D Ac-yrkkwfw-NH, +3 11544  -1,800 2]
PAF44D Ac-lrkkwfw-NH, +3 11044 -1,071 2]
PAF45D Ac-trkkwfw-NH, +3 10923 -1,714 2]
PAF46D Ac-grkkwfw-NH, +3 11193  -2,114 2]
PAF47D Ac-arkkwfw-NH, +3 10623 -1,357 (2]
LfcinBog.2s Ac-RRWQWR-NH, +3 10300 -3,133 (3]
LfcinBi7.31 Ac-FKCRRWQWRMKKLGA-NH, +6  2020,5 -1,207 [4]
Melitina GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ +5 28474 0,273 [5]
Mel.subK71 GIGAVLIVLTTGLPALISWIKRKRQQ +4 28324 0,596 [6]
BMO Ac-RFWWFRRR-NH, +4 13506 -1,775 7]
Indolicidina Ac-ILPWKWPWWPWRR~-NH, +3 19483  -1,069 [8]
BP15 KKLEFKKILKVL-NH, +5  1356,8 0,309 [9]
BP76 KKLFKKILKFL-NH, +5 14049 0,182 9]

* En mayusculas y minusculas se muestran los estereoisomeros L y D, respectivamente, de los
aminoacidos. También se indica la acetilacion en el extremo N-terminal y la amidacién en C-
terminal. La secuencia LfcinBag2s dentro de LfcinBi7.31 aparece subrayada. El c6digo de colotes
que se utiliza en los distintos residuos es el descrito en la Tabla 2.

b Carga neta estimada a pH 7.

¢ El indice GRAVY (‘Peptide grand average of hydropathicity’) (http:/ /www.expasy.ch/).

d Referencia de la fuente: [1] (Lopez-Gatcia ef al, 2002); [2] Este trabajo; [3] (Tomita ef al.,
1994b); [4] (Haug y Svendsen, 2001); [5] (Terwillinger y Eisenberg, 1982); [6] (Pérez-Paya ef al.,
1994); [7] Monk et al., 2005); [8] (Chan ez al., 2006); [9] (Ferre et al., 2000).
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Figura 9. Cuantificacién espectrofotométrica de los péptidos utilizados en este
trabajo. Espectro de PAF20L a la concentracion de 80 uM (A) y FITC-PAF26L
a 10 uM (B). Se observa el pico de absorbancia del Trp a 280 nm (A) y el del
fluoréforo FITC a 495 nm (B).

4. ESTUDIOS IN VITRO SOBRE MICROORGANISMOS.

Al igual que con otros compuestos antimicrobianos, el efecto de los
AMP sobre un microorganismo se puede manifestar como una inhibicién o
retardo de su crecimiento mientras esta en contacto con el péptido (actividad

bacterioestatica o fungiestatica), o como su muerte irreversible (actividad
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microbicida). En el caso de microorganismos cultivables, se pueden realizar
estos ensayos en su medio de cultivo y en condiciones de laboratorio. De este

modo, se ha caracterizado la actividad antimicrobiana de los péptidos.

4.1. Ensayos de inhibicion del crecimiento en placas de microtitulo.

La inhibicién del crecimiento 7z vitro en medio liquido de bacterias,
levaduras y hongos se determiné mediante placas de microtitulo adaptando una
técnica previamente utilizada (Broekaert e# al., 1990). El crecimiento se sigue
por la variacién de la densidad 6ptica (DO) del microcultivo. Esta técnica es
particularmente util para la obtenciéon de curvas dosis-respuesta ademas de ser
rapida, sensible, analizar un amplio intervalo de concentraciones y requerir el

uso de cantidades minimas de péptido.

4.1.1. Condiciones del ensayo.

El ensayo de crecimiento de los microorganismos se realizd en placas
estériles de microtitulo de 96 6 384 pocillos (Nunc, Roskilde, Denmark)
(Figura 10). El volumen final por pocillo fue de 100 pL en las placas de 96
pocillos y de 40 uL. en las de 384 pocillos. En primer lugar, se dispensé sobre
las placas 50 puL por pocillo de las distintas diluciones seriadas del péptido a
concentraciones 2 X. A continuacién, se adicionaron 50 ul. por pocillo de la
solucién del microorganismo en su medio de cultivo correspondiente (ver mas
abajo) también a la concentracién 2 X. En las placas de 384 pocillos, la
metodologia seguida fue andloga, escalandose los volumenes para un volumen
final de 40 plL.

Las placas se incubaron a la temperatura apropiada para cada
microorganismo en estufa y sin agitaciéon. La evoluciéon del incremento de
biomasa se siguié determinado la DO,,, . a diferentes tiempos de incubacion
en un espectrofotometro de placas Multiskan Spectrum (Thermo Electron
Corporation, Finland). En todos los experimentos se prepararon tres réplicas
para cada tratamiento (concentracién de péptido). Ademas se prepararon al
menos tres replicas control de crecimiento en ausencia de péptido y al menos
tres replicas de blancos de ausencia de microorganismo. Con estos datos, se

calcul6 la DO,,, . media y la desviacion estandar (SD) para cada tratamiento.
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Figura 10. Placas de microtitulo de 96 (izquierda) y de 384 pocillos (derecha) utilizadas
en los ensayos antimicrobianos 7z wvitro. Pi representa las combinaciones de los
diferentes péptidos para un microorganismo dado.

4.1.2. Hongos.

Como medio de crecimiento para los hongos se usé6 medio PDB
(‘caldo de patata dextrosa’, Difco-BD Diagnostics) diluido veinte veces (5%
PDB) conteniendo 0,003% (w/v) de cloranfenicol y una concentracion inicial
de esporas de 2,5 x 10* conidios/mlL, junto con los péptidos en un intervalo de
concentraciones desde 0,25 hasta 32 6 48 puM, segun el microorganismo. Las
placas de microtitulo se incubaron a 24°C realizindose las medidas

espectrofotométricas cada 3-5 h durante los 4 dias siguientes de crecimiento.

De forma similar, se efectuaron otro tipo de ensayos en los que se
evalué la actividad antimicrobiana de los péptidos sobre micelio fungico en
fase exponencial de crecimiento. En éstos se crecié el hongo en las placas de
microtitulo durante 24-26 h hasta un DO ~0,1 adicionando a continuacion los
péptidos a las concentraciones finales desde 0,5 hasta 15 uM, monitorizando
su crecimiento en las 48 h siguientes mediante la variaciéon de su DO, con el

tiempo.

4.1.3. Levaduras.
El medio liquido fue YPD diluido diez veces (10% YPD) conteniendo

también 0,003% (w/v) de cloranfenicol. El in6culo se llevé a la concentracién
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inicial deseada de 5,0x10° UFC/ml. Los péptidos se ensayaron en
concentraciones desde 0,5 hasta 64 uM. Las placas se incubaron a 30 °C. El

tiempo de incubacion fue de 2 dfas.

4.1.4. Bacterias.

El medio liquido fue LB diluido diez veces (10% LB). El inéculo se
llevé a la concentracién inicial deseada de 5,0 x 10° UFC/ml.. Los péptidos se
ensayaron en el intervalo de concentraciones de 1 a 128 uM. Las placas se

incubaron a la temperatura de 37 °C durante los 2 dias siguientes.

4.1.5. Determinacion de los parametros de actividad antimicrobiana.

El IC,, de un péptido se definié como la concentracion requerida para
obtener un 50% de inhibicién en el crecimiento después de un periodo de
incubacién en el cual se alcanza el 50% del crecimiento final en los controles
de ausencia de péptido (44-48 horas para hongos y 18-20 horas para bacterias y
levaduras). El valor de IC,, para cada experimento se estimé mediante una
regresion no linear de los datos experimentales con una curva sigmoide de
cuatro parametros (Figura 11 y Ecuacién 1) usando el software SigmaPlot v
8.02 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Este modelo de ajuste se usa para curvas
en donde los datos no muestran una tendencia lineal, por ejemplo en curvas
sigmoides. El valor estimado se considerd valido sélo si el ajuste a la curva de
los datos experimentales tuvo una regresion > 0,95 y la estimacion del valor
IC,, una p < 0,05.

Max — Min

X \\r
(I+ (a))

Y=Min+

Ecuacién 1. Ecuacién sigmoide de cuatro parametros utilizada en el
calculo del valor ICsy. En nuestro caso, los valores de X e Y son los de
concentracién de péptido y DO, respectivamente
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Figura 11. Un ejemplo de ajuste mediante una regresiéon no linear con la ecuacion
de cuatro parametros (ver Ecuacién 1) de los datos experimentales de DO a una
curva sigmoide. Los puntos experimentales se muestran como tridngulos azules y
el ajuste matematico como una linea roja. Se muestran ademas los valores de los
parametros obtenidos El valor MIC se calcula a partir de los datos experimentales
y corresponde a la minima concentracién que no muestra crecimiento.

A partir de los datos experimentales se obtuvo la concentracién minima
inhibitoria (MIC) de un péptido para un microorganismo dado, definida como
la minima concentracion de péptido que no mostré crecimiento al final del
experimento (después de 4 dias de incubacion en el caso de los hongos y 2 dias
para levaduras y bacterias), en ninguno de los distintos experimentos llevados a

cabo con esa combinacion de péptido-microorganismo (Figura 11).

4.2. Ensayos de inhibicion en medio sélido.

Por otro lado se realizaron ensayos zz vitro de inhibicion del crecimiento
de los distintos aislados de Penicillium sobre placas de medio sélido PDA, a las
cuales se les afiadi6 en el medio distintos compuestos antimicrobianos antes de
su solidificacion. Posteriormente, se depositd sobre las placas gotas de 2,5-5 ulL

de una suspension de conidios de los hongos.

En este tipo de experimentos se ensayé la actividad de compuestos
tales como el blanco de Calcofluor (CFW) (Ram y Klis, 2006) (Figura 12)
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(Fluorescent Brightener 28, Sigma-Aldrich), peréxido de hidrégeno (H,O,)
(Sigma-Aldrich) o el dodecil-sulfato sédico (SDS) (Sigma-Aldrich) a la
temperatura normal de crecimiento de los hongos (24 °C) y a temperatura

restrictiva en los hongos de género Penicillinm (30 °C).

Se realizaron también pruebas con los péptidos aplicandolos de esta
forma en el medio de crecimiento, pero no se obtuvo ningun resultado de
actividad antimicrobiana dentro de los margenes de concentraciones de

péptido ensayados.

4.3. Cuantificacion de la permeabilizacion celular.

La sonda verde Sytox (SG) tiene una longitud maxima de excitacion y
de emisién de 502 y de 523 nm, respectivamente. En condiciones normales, la
emisiéon de fluorescencia del SG es minima. Sin embargo, su unién a acidos
nucleicos resulta en un aumento de mas de 500 veces en la emisiéon de
fluorescencia. La principal utilidad de esta sonda se deriva de su incapacidad de
penetrar a través de la bicapa lipidica de células. Sélo cuando se produce la
alteracion de las membranas celulares, la sonda es capaz de penetrar e
interaccionar con el DNA celular (Lebaron ez afl, 1998). Es por ello que se

utiliza como sonda marcadora de permeabilizacion y muerte celular.

Se ha llevado a cabo un ensayo con la sonda SG (Molecular Probes,
Eugene, Oreg., USA) para determinar la permeabilizaciéon celular producida
por exposicion a los distintos péptidos del hongo P. digitatum. De forma
paralela a los ensayos de inhibicion sobre micelio, y utilizando placas de
microtitulo de 96 pocillos blancas (Nunc), se cuantificé la fluorescencia del SG
en presencia de los péptidos. A 90 ul. por pocillo de muestra de hongo
(2,5 x 10" condios/mL) en medio 5% PDB se le afiadi6 10 ulL. de los péptidos a
concentraciéon 10 X, junto con 5 uL. de la sonda SG (4 uM, en medio 5%
PDB), llevandola ésta a una concentracion final de 0,2 uM. Las placas se
incubaron en oscuridad cuantificindose la fluorescencia en intervalos de
tiempo de 2 min durante las 3 h siguientes en forma de cinética mediante un
fluorimetro de placas (Fluoroskan Ascent FL, Labsystems, Finland) (excita la
sonda a 485 nm y recoge la fluorescencia emitida a 538 nm). También se
realizaron medidas puntuales a tiempos mas largos, a las 24, 48 y 72 h

siguientes, adicionando la sonda e incubando 2 h adicionales antes de la
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determinacion De forma analoga a lo descrito anteriormente, en todos los
experimentos se prepararon tres réplicas para cada concentracion de péptido, y
los correspondientes controles y se calcul6 la Intensidad de Fluorescencia (IF)

media y SD para cada tratamiento.

4.4. Ensayos de actividad microbicida de los péptidos.

Adicionalmente a la actividad inhibitoria del crecimiento, también se ha
analizado la actividad microbicida de los distintos péptidos, sobre conidios del
hongo P. digitatum y células de la levadura §. cerevisiae y la bacteria gram negativa
E. cols,.

En el caso de P. digitatum se realizaron varios tipos de ensayos. Por una
parte, conidios no germinados (2,5 x 10* conidios/mL) se incubaron con los
péptidos a diferentes concentraciones en medio de cultivo 5% PDB o en agua
estéril durante distintos tiempos a temperatura ambiente. A continuacion, se
extendieron muestras de 25-50 uL. o se aplicaron en forma de gotas de 2,5 uL.
sobre placas de medio sélido PDA en ausencia de péptido. En otro tipo de
ensayos, alicuotas de 50 plL de las muestras anteriores, fueron concentradas por
centrifugacion y lavadas tres veces con agua estéril para eliminar de este modo
el péptido. Posteriormente las muestras se extendieron en placas de PDA. En
todos los casos, las placas se incubaron a 24 °C durante 2 dias para monitorizar

el crecimiento y numero de colonias viables.

En las muestras de la levadura y la bacteria, suspensiones de células
(5,0 x 10° UFC/mL) se incubaron con los péptidos a distintas concentraciones
en medio liquido de crecimiento diluido 10% y depositaron sobre placas de
YPD y LB libres de péptido, respectivamente, en forma de gotas de 2,5 uL.. Las
placas se crecieron a su temperatura Optima de crecimiento hasta la aparicion

de crecimiento.
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5. VISUALIZACION MICROSCOPICA.

5.1. Tincion con la sonda verde Sytox.

La permeabilizacion del hongo se visualizé microscopicamente gracias
a la fluorescencia de la sonda verde Sytox (SG). Sobre micelio de P. digitatum
expuesto a los péptidos a diferentes concentraciones durante un minimo de
24 h (como se ha detallado anteriormente), se afiladié 5 ul. por pocillo de una
solucion stock de SG (4 uM, en medio 5% PDB) hasta una concentracion final
de 0,2 uM y se incub6 en oscuridad durante 5 min. Seguidamente el micelio se
lavé y se montd sobre un portaobjetos en una solucion de glicerol 20% para su

visualizacién microscopica.

La visualizacién microscopica de las muestras se realizé en el Servicio
de Microscopia del Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas
(IBMCP, UPV-CSIC, Valencia) mediante un fotomicroscopio optico vertical
Eclipse E-600 (Nikon) con contraste interferencial diferencial DIC, equipado
con un sistema de epi-fluorescencia con fuente de iluminacién de mercurio
(100 W) y con los filtros para las longitudes de onda de excitaciéon de 450-490

nm y de emisién de 515-565 nm necesarios para la visualizacién del SG.

En determinados experimentos, muestras equivalentes se visualizaron
mediante un microscopio confocal laser Leica TCS SL (Leica), equipado con el
filtro de fluorescencia para la longitud de onda de excitaciéon de 488 nm y de

emision de 510-560 nm.

5.2. Tincion de la quitina con blanco de Calcofluor.

El CFW (Figura 12) tiene alta afinidad por la quitina presente en las
paredes celulares de hongos, permitiendo su deteccién y visualizacion (Pringle,
1991). Del mismo modo que se detalla en el apartado anterior, a las muestras
de micelio tratado con los péptidos se les afiadié 5 ul. de CFW 0,1% (w/v)
hasta la concentracion final de 50 ug/ml. Las muestras se incubaron 5 min en
oscuridad, lavaron y montaron en solucion de glicerol 20% sobre portaobjetos.
En determinados experimentos, esta tinciéon se realizé sobre las mismas
muestras que habian sido ya tefiidas con SG, permitiendo una visualizacion

dual sobre la misma muestra de los resultados que ofrecen ambas tinciones.
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Figura 12. Estructura quimica del blanco de Calcofluor. Aparecen representadas las
cargas negativas proporcionadas por los grupos de acido sulfénico (§O3) a pH >5,5
[adaptado de (Ram y Klis, 2000)].

La visualizacién microscopica se realiz6 como en el caso de SG
(Fotomicroscopio 6ptico vertical Eclipse E-600, Nikon), utilizando el sistema
de filtros para el CFW de excitacién a 395 nm y de emision a 440 nm.

5.3. Tincion de los nucleos con DAPI.

Se utiliz6 la tincién con 4°,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Molecular
Probes) para la visualizacion de los nicleos de las células del hongo P. digitatum.
Del mismo modo que en los casos anteriores, a 100 uL. de muestra de micelio
del hongo en pocillo de placas de microtitulo, se afiadié 5 ul. de solucién de
DAPI (10 pg/ml) hasta una concentracion final de 0,5 pg/ml. Se incubo en
oscuridad 20-30 min, se lavo con agua estéril y se monto sobre el portaobjetos
en soluciéon de glicerol 20%.

El DAPI tiene una longitud de excitacién de 345 nm y de emision de
455. Su visualizacién microscopica se realizé del mismo modo que para el
CFW al utilizar ambos fluoréforos longitudes de onda de excitacién y emision

en el mismo intervalo.

5.4. Localizacion del péptido PAF26 marcado con fluoresceina.

El péptido PAF26 se marcé covalentemente con FITC (Figura 13)
mediante sintesis con su extremo N-terminal modificado (ver apartados 3.1 y
3.2 de Métodos). Se visualizo6 la interaccion de FITC-PAF26L con conidios y
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Figura 13. Estructura quimica del 5-
isotiocianato de fluoresceina (FITC).
El grupo isotiocianato (-N=C=S)
dota a la molécula de fluoresceina de
funcionalidad pudiendo reaccionar
con grupos amino libres de proteinas.
En nuestro estudio, el péptido
PAF261. fue sintetizado con su
extremo N-terminal unido
covalentemente al FITC.

micelio de P. digitatum, y con células de la levadura S. cerevisiae mediante

microscopia confocal laser.

En el caso de conidios del hongo, éstos se incubaron con el péptido
marcado a las concentraciones finales de 0,3, 3 y 30 uM en agua estéril durante
30 min, 1 h y 16 h. Posteriormente las muestras se lavaron, concentraron y

montaron sobre el portaobjetos.

En la visualizacién de tubos germinativos y micelio en crecimiento, se
depositaron 300 pl. de una solucién de 2,5 x 10* conidios/ml. en medio PDB
5% sobre cubreobjetos estériles dispuestos en microcamaras humedas
fabricadas con placas Petri. Estas muestras se incubaron toda la noche a 24 °C
(a partir de las 14 h empiezan a observarse tubos germinativos y germinulas
desde la espora). A continuacion, se afiadié el péptido marcado a las mismas
concentraciones finales que en el caso anterior. Después del tratamiento
durante varios tiempos con FITC-PAF20L, desde 2 min hasta 1 h, se eliminé
el liquido del cubreobjetos colocandose a continuacién de forma invertida, la
parte donde se incub6 el hongo hacia abajo, sobre el portaobjetos y
visualizandose rapidamente bajo el microscopio confocal, como se ha descrito
anteriormente con longitudes de onda de excitacion de 488 nm y de emision de
510-560 nm.

A esas mismas concentraciones se incub6 una suspension de 5,0 x 10°
UFC/mlL de S. cerevisiae en medio YPD 10% con FITC-PAF26L.. Tras distintos
tiempos de tratamiento las células se lavaron, concentraron y visualizaron del

mismo modo que las anteriores.
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6. ENSAYOS DE ACTIVIDAD HEMOLITICA.

La actividad hemolitica de los péptidos se determiné sobre glébulos
rojos humanos. Desde muestras de sangre recién extraida, se sedimentaron los
eritrocitos mediante centrifugacion (1000 rpm durante 15 min). A continuacion
se lavaron tres veces en tampon fosfato sédico (PBS) (35 mM tampén fosfato,
150 mM NaCl, pH 7) y resuspendieron en PBS en cuatro veces el volumen
original de sangre. Se dispensaron 90 pLL de la suspension por pocillo en placas
de microtitulo de 96 pocillos (Nunc) a los que se afiadieron 10 uL. de un stock
10 X de cada péptido hasta una concentracion final de 1, 10 y 100 uM. Las
muestras fueron incubadas a 37 °C durante 1h, después centrifugadas a
1000 rpm durante 5 min y el sobrenadante transferido a una nueva placa de
microtitulo. El contenido de hemoglobina se cuantific6 mediante la medida de
la absorbancia a 415 nm en un espectrofotometro de placas Multiskan
Spectrum (Thermo Electron Corporation). Los controles de 0% y 100% de
hemolisis se determinaron con PBS y con 0,1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich)
afladidos en lugar de los péptidos, respectivamente. La actividad hemolitica de
cada péptido fue calculada como el porcentaje de la relacién existente entre la
hemoglobina cuantificada para ese tratamiento comparada con la hemoglobina

obtenida de la incubacion con 0,1% Triton X-100 mediante la Ecuacién 2.

(Abs415[Péptido] - Abs415[PBS])

AbS415[TritonX—100] - AbS415[PBS])

Hemdlisis (%) =

Ecuacién 2. Porcentaje de hemolisis producido por los péptidos.

7. ENSAYOS DE UNION A ACIDOS NUCLEICOS.

El estudio de la uniéon de PAF26L a acidos nucleicos se llevo a cabo
mediante un ensayo de cambio de la movilidad electroforética (EMSA),
esencialmente como se describe en la literatura (Marcos ef al, 1999), y
utilizando acido ribonucleico de transferencia (tRNA) comercial de S. cerevisiae
(Sigma-Aldrich). Partiendo de una solucién stock de tRNA de 100 pg/mL en
tampon TE (10 mM Tris-HCl pH 8, 1 mM EDTA) se mezclaron cantidades
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crecientes de péptido desde 0,5 a 64 uM con 250 ng de tRNA. Se incubaron las
muestras en hielo durante 30 min en un volumen final de 20 plL de TE, y
analizaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% en tampon
TAE (40 mM Tris-HCl pH 8, 1 mM EDTA). Los geles se tifiieron con
Bromuro de Etidio (0,5 png/mL) y se fotografiaron bajo luz UV.

8. ENSAYOS DE INOCULACION SOBRE FRUTOS CiTRICOS.

Para evaluar el efecto de los péptidos sobre la podredumbre verde
causada por P. digitatum sobre frutos citricos se realizaron bioensayos de
inoculacién controlada. En estos ensayos se producian heridas en la piel del
fruto y se inoculaban con una suspensiéon de conidios en presencia o ausencia
de los péptidos. Estos procedimientos se basan en estudios clasicos (Kavanagh
y Wood, 1967) que han sido ya utilizados en la evolucién de diferentes
tratamientos postcosecha (Smilanick e @/, 1999; Smilanick y Sorenson, 2001;
2005) y en anteriores trabajos de nuestro grupo con péptidos antimicrobianos
(Lopez-Garcia ez al., 2000; 20025 2003).

Los experimentos se realizaron sobre frutos recién cosechados de
mandarinas (Citrus clementina Hort. Ex Tan.) y de naranjas (Citrus sinensis Osbeck
‘Navelina’, ‘Navel, ‘Navelate’ y ‘Lanelate’) (Figura 14A-B). Se utilizaron tres
procedencias diferentes durante tres campanas distintas de recoleccion (afos
2004 a 2007). Los frutos fueron recolectados por nosotros mismos en
explotaciones comerciales de Agrimaba SA (Lliria, Valencia) o de La Reva
(Regadios y Energfa de Valencia SA) (Chiva, Valencia), o suministrados ya

recolectados por la Cooperativa Vinicola de Lliria (Lliria, Valencia).

La superficie de los frutos se desinfecté mediante un bafio de 5 min en
5% de lejia comercial, lavado posterior con agua y secado a temperatura
ambiente (Figura 14C). Se realizaron cuatro heridas en la region ecuatorial del
fruto de 3 mm de profundidad con una punta de clavo estéril. En cada herida
se depositaron 5 pL. de una solucién de indculo con conidios de P. digitatum
(Figura 14D-F). La solucién de inoculacién contenfa 2,5 x 10* conidios/mlL. sin
péptido o en presencia de los péptidos a distintas concentraciones. Para cada

tratamiento se hicieron tres réplicas, de cinco frutos por réplica y cuatro
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Figura 14. Imégenes representativas de la metodologfa seguida en los ensayos de
inoculacién sobre frutos. (A-B) Campo de Lliria (Valencia) donde se recogieron
algunos de los frutos seleccionandolos directamente desde el arbol. (C) Lavado y
desinfeccién de los frutos en la balsa en solucién de lejia 5%. (D-F) A lo largo del
ecuador se realizan 4 heridas por fruto de 3 mm de profundidad con un clavo estéril
donde se inoculan 5 pl. de solucién de conidios del hongo. (G-I) 15 frutos por
muestra son incubados y almacenados en cajas acondicionadas en camaras a 20° C y
90% humedad relativa, durante los 7 dias siguientes a la inoculacién, determinandose
la aparicién y nimero de los sintomas.

heridas por fruto (20 heridas por réplica, 60 heridas por tratamiento). Los
frutos se mantuvieron en camara a 20°C y 90% de humedad relativa

simulando condiciones comerciales de almacenamiento (Figura 14G-I).

El desarrollo de la infecciéon se determiné diariamente desde los 2 dias
después de la inoculacién (dpi), registrandose como el porcentaje de heridas
infectadas por réplica, y calculando la media y la desviacién estandar para cada
tratamiento (Figura 15).
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Figura 15. Progreso de la podredumbre causada por P. digitatum en frutos citricos. (A)
Representacion grafica de la infecciéon como el porcentaje de heridas infectadas cada
dia post inoculacién (dpi) (indculo de 105 conidios/mL). (B) Fotografias de tres frutos
del experimento mostrado en (A) a cada dpi.

9. ANALISIS ESTADISTICOS.

Los analisis estadisticos de resultados se realizaron mediante el paquete
de programas StatGraphics Plus 5.1 (StatPoint, Herndon, VA, USA). Se
determind si hubo una diferencia estadisticamente significativa entre las medias
de los distintos tratamientos al 95% de confianza (F-test) y, en caso afirmativo,
se determiné que medias eran estadisticamente diferentes a las restantes al 95%

de confianza (test de la diferencia significativa real de Tukey).

En los recuentos de viables obtenidos en los ensayos de actividad
fungicida de los péptidos, se llevo a cabo la transformacion logaritmica de los

datos experimentales para cumplir los criterios de igualdad de varianza en los
analisis ANOVA.
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1. CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
DE PEPTIDOS DERIVADOS DE LA LACTOFERRINA BOVINA
FRENTE A HONGOS FITOPATOGENOS .

En los dultimos afos se han identificado nuevos péptidos
antimicrobianos derivados de proteinas que pueden tener o no actividad
antimicrobiana de forma natural. Como ya se ha comentado en la
Introduccion, un ejemplo es el caso del péptido lactoferricina (Lfcin) originado
a partir de la proteina lactoferrina (LF) mediante digestién con pepsina (Tomita
et al., 1991; Bellamy ez al., 1992D).

En el presente estudio, hemos seleccionado dos péptidos derivados del
motivo antimicrobiano de la Lfcin Bovina (LfcinB) (ver Introduccion y Figura
7) con el objetivo de explorar su actividad antimicrobiana y potencial
aplicacion fitopatologica frente a hongos patégenos de plantas, en un estudio

comparado con el péptido PAF26 identificado previamente por nuestro grupo.

1.1. Seleccion de péptidos antimicrobianos derivados de LfcinB.

La LfcinB es un fragmento peptidico de 25 aminoacidos que se
encuentra en el dominio N-terminal de la LF bovina y que se corresponde con
los residuos 17-41 de la proteina nativa (ver Introduccién, Figura 7). Presenta
mayor actividad antibacteriana que la propia LF bovina, y también mayor que
el fragmento analogo de la proteina humana (LfcinH) (Bellamy ez a/., 1992b;
Tomita ez al., 2002) (Figura 16). La composiciéon en aminoacidos de la LfcinB
es similar a la de AMP catidnicos, ricos en residuos bisicos e hidrofébicos.
Distintos péptidos derivados de la LfcinB han sido usados en el estudio del
papel que desempefian los residuos de aminoacidos en su actividad y en su
modo de accién, identificando determinantes de sus propiedades
antibacterianas (Haug y Svendsen, 2001; Farnaud y Evans, 2003; Orsi, 2004;
Haug ez al., 2007). Estudios de secuencia realizados a través de metodologias
como el uso de analogos de sustitucion de alanina han demostrado que los
residuos basicos e hidrofébicos son los que contribuyen en mayor medida y de
forma decisiva en mantener la actividad antibacteriana de estos péptidos
(Strom et al., 2002; Vogel et al., 2002).
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En lo que respecta a las propiedades antifingicas se ha demostrado
actividad de distintos péptidos derivados de LfcinB, fundamentalmente frente
a Candida sp. (Ueta et al., 2001; Nikawa et al., 2004; van der Kraan ez al., 2005), y
se ha propuesto como una alternativa al uso de antifingicos convencionales al
mostrar niveles inhibitorios frente a células de C. albicans del orden de los
alcanzados con los antifingicos comerciales miconazol o fluconazol (Ueta ef
al., 2001), e incluso sinergismo con éstos mejorando su actividad sobre cepas
azol-resistentes (Wakabayashi e a/, 1998). Como ocurre con la proteina
parental LF, es obvia la potencial aplicaciéon biotecnoldgica y ya hay ejemplos
de péptidos derivados de Lfcin en fases previas a su desarrollo como farmacos
(Hancock y Sahl, 2000).

El motivo minimo antibacteriano de la LfcinB se ha reducido a seis
residuos de aminoacidos [posiciones 20-25 de la secuencia parental con el
extremo C-terminal amidado (RRWQWR-NH,)] y posee actividad bactericida
similar a la de la LfcinB (Tomita ez al., 1994a; Schibli ez a/., 1999). La secuencia
de aminoacidos de este motivo antibacteriano es similar a la del grupo de
hexapéptidos PAF (Lopez-Garcia ef al., 2000), y en concreto a PAF26 (Figura
16). La hidrofobicidad que posee su estructura primaria se caracteriza, al igual
que en los péptidos PAF, por la presencia de un motivo formado por dos
residuos de Triptéfano flanqueando a un tercer aminoacido (Trp-Xaa-Trp). En
un estudio inicial de nuestro grupo, el péptido LfcinB,, ,; mostré una actividad
antifingica similar a la de PAF19D y PAF26D frente a los dos patdgenos
postcosecha mas importantes de frutos citricos (Lopez-Garcia ef al., 2003). En
medio completo de crecimiento PDB, LfcinB,, ,; mostré valores inhibitorios 7
vitro de 60 pM frente a P. italicum y P. digitatum, mientras que los péptidos
PAF19D y PAF26D tuvieron valores MIC de 60 y 40 uM frente a P. italicum y
00 y 20 uM frente a P. digitatum, respectivamente.

En este trabajo hemos extendido estas observaciones y se han
explorado las actividades antimicrobianas de dos péptidos representativos
derivados de la LfcinB: (i) el ndcleo antimicrobiano de seis residuos LfcinB,, 5
(Tomita et al., 1994a; Schibli ez al., 1999), y (ii) el péptido de quince residuos
LfcinB,, 5, seleccionado como modelo de péptido ampliamente estudiado
(Haug y Svendsen, 2001; Strom ez al., 2002) y muy similar al péptido de catorce

residuos que ha mostrado actividad frente a células de Candida sp. (Nikawa et
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al., 2004; van der Kraan et al, 2005) (Figura 16). Ademas se ha comparado la
actividad de éstos dos péptidos con el péptido previamente identificado
PAF26. Con el objetivo de llevar a cabo una mejor comparacién con los
péptidos naturales derivados de la LfcinB, se ha utilizado en este estudio el
péptido PAF26 sintetizado con L-aminoacidos. En anteriores trabajos se
demostré que la actividad antimicrobiana de la version L. de PAF19, no difiri6
sustancialmente de su estereoisémero D (Lépez-Garcia ef al., 2000). En este
trabajo hemos ensayado PAF26D y PAF20L en paralelo frente a P. digitatum,
corroborandose que la actividad antifingica de los péptidos sintetizados

alternativamente con esteroisémeros fue similar (ver mas adelante, Figura 44).
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Figura 16. Secuencias de los péptidos LfcinH (A) y LfcinB (B), mostrandose los
puentes disulfuro en su estructura, junto con la de PAF26L (C). La numeracién
corresponde a la posicién que ocupan los residuos en la proteina parental LF.
Los aminoacidos de los péptidos derivados de LfcinB usados en este estudio
aparecen sombreados en rojo (péptido LfcinBaoos) y su extension en verde

(LfcinBi7.31) [adaptado de (Bellamy e a/., 1992b)].

Coo

105



Resultados

1.2. Actividad antimicrobiana comparada de PAF26 y de los péptidos
derivados de la LfcinB.

Se exploraron y compararon las actividades antimicrobianas de estos
péptidos contra distintos fitopatégenos fungicos entre los que se encuentran
varias especies de Penicillinm de importancia en la postcosecha de frutos, y
algunas especies representantes de patéogenos de plantas (Tabla 6). Ademas se
incluyeron como microorganismos modelo de laboratorio el hongo
tilamentoso A. nidulans, la levadura S. cerevisiae, y las bacterias B. subtilis y E. coli,

con el fin de valorar en paralelo la especificidad de los péptidos.

Mediante los ensayos en placas de microtitulo se obtuvieron las curvas
dosis-respuesta para cada uno de los péptidos frente a los microorganismos
ensayados. A modo de ejemplo se muestran las curvas de los tres péptidos
trente a P. digitatum, B. cinerea y F. oxysporum (Figura 17). Se determinaron de
esta manera los valores de los parametros 1C, y MIC para cada combinacién

péptido-microorganismo, y que se muestran en la Tabla 8.

Como tendencia general, LfcinB,,; fue menos activo que el péptido
extendido LfcinB,, ;.. También PAF26L y LfcinB,,,, tuvieron una actividad
similar contra todos los hongos, aunque PAF26L fue menos toxico frente a las
bacterias y la levadura que LfcinB,, 5; bajo nuestras condiciones experimentales,
indicando que la especificidad contra hongos filamentosos es mayor en
PAF20L que en LfcinB,, 4, el cual esta caracterizado como un péptido muy
bactericida (Strom e# al., 2002; Farnaud ef al., 2004; Ulvatne ez al., 2004).

Cuando se compar6é la sensibilidad de los diferentes hongos
filamentosos a los tres péptidos, los mas susceptibles fueron los dos patégenos
de citricos P. digitatum y P. italicum, mientras que el menos fue M. grisea. En este
sentido, hay que recordar que la aproximacién combinatorial que condujo a la
identificaciéon de PAF26 fue dirigida frente a P. digitatum PHI-26 (Lopez-Garcia
et al., 2002). En general, para la mayorfa de los hongos se obtuvieron buenos
valores inhibitorios con los péptidos PAF26L y LfcinB, 5.
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Con el objetivo de determinar si la actividad de los péptidos sobre el
hongo P. digitatum es fungiestatica (inhibiciéon del crecimiento) o fungicida
(inactivacion irreversible de los conidios), muestras del hongo mantenidas
durante 4 dfas en presencia de distintas concentraciones de los péptidos

(tilempo de duracion del experimento mostrado en la Figura 17) se depositaron
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en placas de medio solido PDA sin péptido (Figura 18). Un experimento
analogo se realiz6 con los microorganismos . cerevisiae y E. coli, pasando
alicuotas de la incubacién de éstos en presencia de los péptidos durante 1 dia a

placas de medio agar (Figura 18).

Tabla 8. Propiedades antimicrobianas in vitro de los péptidos frente a los
distintos microorganismos.

PAF26L LfcinByo.25 LfcinBi7.3
Microorganismo ICsp2 MIC® ICso MIC® ICso® MIC®
P. digitatum PHI-26 2,6 4 4.0 8 1,1 4
P. jtalicum PHI-1 24 4 3,4 8 2,0 4
P. expansum PHI-65 42 8 9,5 16 3,3 8
P. brevicompactum PHI-8 7,2 16 11,4 32 3,7 8
Alternaria sp. PHI-44 46 8 n.d.c >32d 9,5 16
A. nidulans biA1 3,6 8 7,2 8 2,7 4
B. cinerea #8 32 8 5,6 16 6,3 16
F. oxysporum CECT2866 4,6 8 6,4 16 23 8
M. grisea PR-9 n.d.c >32d n.d.c >324 n.d.c >324
S. cerevisiae FY1679 n.d.c 48 n.d.c >484d 283 32
E. coli DH5x 27,1 48 n.d.c >48d 5,4 16
B. subtilis CECT498 16,7 24 10,7 48 4,1 16

2 1Cs0 (uM) es el valor medio para cada combinacién péptido-microorganismo, obtenido por
el cilculo promedio del valor estimado ICsy en al menos dos experimentos independientes.
El coeficiente de vatiacion entre los experimentos fue siempre menor del 20%.

b MIC (uM) es la concentracién minima que produce una inhibicién completa en todos los

experimentos independientes para cada combinacién péptido-microorganismo.
¢ n.d., no determinado.

4 El simbolo “>” indica que a esa concentraciéon de péptido (la mayor ensayada para ese

microorganismo) no se obtuvo una inhibicién completa del crecimiento.

De forma inesperada, se observé una marcada diferencia de actividad
fungicida entre los péptidos PAF26L y LfcinB,, , sobre P. digitatum (Figura 18),
ello a pesar de su actividad similar de inhibicién del crecimiento en medio
liquido (Figura 17A). Resulto mas fungicida sobre el hongo el péptido PAF26L
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Figura 18. Valoracién de la actividad microbicida de los péptidos. Muestras de
conidios de P. digitatum PHI-26, células de S. cerevisiae FY1679, o células de E. coli
DHb5a tratadas con los péptidos a las concentraciones indicadas durante 4 dias
(P. digitatum) o 1 dia (8. cerevisiae y E. coli) se aplicaron al final de la incubacién como
gotas de 2,5 pul sobre placas de medio de cultivo sélido libre de péptido, que se
incubaron a las correspondientes temperaturas 6ptimas de crecimiento.

(y también Lfcin,,,;) que el péptido LfcinB,, 5, para el cual se recuperd
crecimiento de P. digitatum incluso después del tratamiento a concentraciones
de 32 uM de péptido (Figura 18). En cualquier caso, se observo crecimiento del
hongo sobre las placas en muestras que habifan sido incubadas a
concentraciones de péptido por encima de su valor MIC (4 uM) y que no
presentaban un valor de DO,,, detectable en el momento de la toma de
muestra. Por otra parte, los resultados con S. cerevisiae y E. coli manifestaron
perfiles de actividad microbicida reversos entre PAF26L y LfcinB,, ;. Este
ultimo tuvo un efecto microbicida mayor que PAF26L sobre la bacteria o la
levadura (Figura 18), correspondiéndose, en este caso si, sus actividades

microbicidas con sus propiedades inhibitorias del crecimiento (Tabla 8).

Para extender estos experimentos de actividad fungicida e intentar
delimitar las causas de los resultados aparentemente contradictorios con los
experimentos de inhibicién en medio liquido, se incubaron conidios de
P. digitatum en agua estéril o en medio de crecimiento PDB de uno a cuatro dias
con distintas concentraciones de los péptidos. Posteriormente, las muestras se
lavaron, concentraron y extendieron en placas de medio sélido PDA libre de
péptido con el objetivo de monitorizar el crecimiento de viables, cuantificando

el nimero de unidades formadoras de colonias (Figura 19).
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Figura 19. Actividad fungicida de los péptidos sobre conidios de P. digitatum PHI-20.
Se incubaron 2,5x10* conidios/mL durante 1 dia en agua estéril (A y B) y en medio
5% PDB (C y D) con los péptidos a las concentraciones de 4-32 uM. Posteriormente
alicuotas de éstos fueron lavadas y diluciones apropiadas extendidas en placas de PDA
para monitorizar y contar el crecimiento de colonias viables. Apartados (A y C)
muestran las fotografias representativas de las placas de crecimiento, mientras (B y D)
corresponden a los recuentos de colonias realizados en las placas control (barras
blancas) y en las pertenecientes a las incubaciones con PAF26L (barras rojas),
LfcinBog.2s (barras azules) y LfcinBi7.31 (barras fucsia). La linea verde discontinua en las
graficas (B y D) indica el limite de deteccion en estos experimentos.

Los datos de crecimiento en las placas confirmaron que los péptidos
LfcinB,,,; y LfcinB,, 5, no fueron fungicidas sobre conidios de 8 a 32 uM a
pesar de la ausencia de crecimiento en medio liquido a esas concentraciones,
mientras que PAF26L si fue marcadamente fungicida en ambas condiciones sin
detectarse la recuperacion de viables ya a concentraciones por encima de 8 uM.

Sin embargo, es de destacar una mayor actividad aparente de los péptidos
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derivados de la LfcinB al realizar la incubacién de los conidios junto con los
péptidos en medio 5% PDB (Figura 19C-D) siendo la recuperacién de viables
menor que en la incubacién en agua estéril (Figura 19A-B), y reduciéndose los
recuentos de conidios/mL en comparacién a los controles en torno a un orden
de magnitud (comparense la Figura 19B y D). En este sentido los resultados

obtenidos son mas similares a los mostrados en la Figura 18.

Es de destacar las marcadas diferencias de actividad fungicida de
PAF26L y LfcinB,,,; sobre los conidios de P. digitatum, a pesar del tamafio,

carga y contenido en Trp similar en ambos péptidos.

1.3. Estudio microscopico del efecto de LfcinB;7.3; sobre P. digitatum.

Distintos trabajos han estudiado la correlaciéon entre la actividad
antimicrobiana de péptidos y la permeabilizacion de las membranas celulares
de los microorganismos afectados (ver apartado siguiente y Discusion). La
sonda fluorescente SG se ha usado para examinar la permeabilizacién celular
de microorganismos tratados con distintos péptidos antimicrobianos (Roth ez
al., 1997; Reed et al., 1997; Rioux ef al., 2000; Gonzalez et al., 2002). Por ello, se
dirigi6 la investigacion a determinar si LfcinB,, 5 era capaz de permeabilizar
células de P. digitatum en alguno de los estadios del ciclo vital fungico. Los
conidios tratados con concentraciones por encima del MIC del péptido
LfcinB,, 5, fueron expuestos a SG y no mostraron fluorescencia detectable
inducida por la exposicién al péptido y por lo tanto permeabilizaciéon (datos no

mostrados).

Con el objetivo de estudiar si se daba permeabilizacién celular en el
caso de micelio del hongo expuesto al péptido LfcinB,, ;;, se disefié un ensayo
antimicrobiano (Figura 20), en el cual el micelio de P. digitatum resultante de la
incubacién de conidios durante 24 h en medio 5% PDB fue expuesto a
concentraciones crecientes del péptido, determinandose el crecimiento durante
las 48 h siguientes mediante la variacion de DO,,,... El valor MIC obtenido en
estos experimentos fue de 10 uM, mayor que el encontrado en los ensayos
anteriores llevados a cabo sobre conidios (Figura 20). Posteriormente, estas
muestras fueron expuestas a SG y visualizadas por microscopia para
correlacionar la inhibicién del crecimiento con el incremento en la

permeabilizacion celular que refleja la fluorescencia de la sonda SG (Figura 21).
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Figura 20. Efecto del péptido LfcinBi7.31 sobre el aumento de biomasa del micelio
de P. digitatumr PHI-26 en fase de crecimiento exponencial. La flecha sefiala el
momento de adicién del péptido a las concentraciones finales indicadas.

El micelio tratado con LfcinB,, 5, fue ademas tefiido con el fluoréforo
especifico blanco de Calcofluor (CFW) que permite visualizar la localizacion de
la quitina y por tanto las paredes celulares de hongos y levaduras (Pringle,
1991). La observacién microscopica de las muestras control no tratadas con
péptido (Figura 21A), mostro el patron esperado de deposicion de quitina con
tinciéon preferencial del CFW en conidios, conidiéforos, paredes y septos
intercelulares. I.a morfologfa del micelio y conidiéforos puede considerarse
normal y tipica de hongos del género Penicillium (Figura 2). En estas mismas
muestras control no se detect6 fluorescencia del SG, indicando que las células

en estas condiciones control son impermeables a la sonda utilizada.

A concentraciones sub-MIC de LfcinB;, 5, que causaron aproximada-
mente el 50% de inhibicién en este ensayo (5-7 uM), se redujeron las distancias
intersepto y se observaron alteraciones morfologicas en micelio y conidiéforos,
que eran mas acusadas cuanto mayor eran las concentraciones de péptido,
siempre por debajo del MIC (Figura 21B-C). Los conidi6foros se mostraron
con morfologia anémala caracterizada por paredes engrosadas, irregulares y
presentando largos rosarios de conidios con mayor frecuencia que en los
controles. Estas alteraciones fueron evidentes con la tincion con CFW,
indicando una alteracién en la deposicion de quitina de la pared celular. A pesar
de estas alteraciones, la permeabilizacién de micelio observada mediante SG

fue minima a estas concentraciones de péptido(Figura 21B3 y C3).
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Las concentraciones MIC (10 uM) causaron una reducciéon en el
espesor de las hifas y la total permeabilizaciéon del micelio, desapareciendo los
septos intercelulares y mostrandose la fluorescencia del CFW de una forma
desorganizada (Figura 21D), todo ello indicativo de un colapso generalizado y
muerte celular. Finalmente, y en comparaciéon a los controles, no se observé

desarrollo de conidi6foros a esta concentracion.

Figura 21. Visualizacién microscopica del micelio de P. digitatum PHI-26 crecido 24 h 'y
tratado con el péptido LfcinBi731 como se muestra en la Figura 20. Micrografias del
control (A) y tratamientos con el péptido a 5 (B), 7 (C) y 10 uM (D). Paneles 1 a 3
muestran el mismo area visualizada con campo claro (paneles 1), o fluorescencia del
CFW (paneles 2) y SG (paneles 3). La barra representa la longitud de 25 um.
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1.4. Inhibicion de la infeccion de P. digitatum en frutos citricos.

Para evaluar la protecciéon que confieren los péptidos frente al avance
de la infeccion del hongo P. digitatum sobre frutos citricos se han utilizado
procedimientos de inoculacién experimental analogos a los ya utilizados en la
evaluacion de diferentes tratamientos postcosecha (Smilanick e a/., 1999). En
trabajos anteriores, nuestro grupo evalu6 el efecto de la co-inoculacién de los
péptidos PAF19D y PAF26D con conidios de los hongos patdgenos B. cinerea
y P. digitatum, causantes de las podredumbres en tomates y en frutos citricos
respectivamente (Lopez-Garcia, 2002; Lopez-Garcia e al., 2003), demostrando
un retraso en la aparicién de los sintomas asi como a una reduccién en el

tamano del area infectada.

Dentro de este estudio, se ha comparado el efecto de los dos péptidos
derivados de la LfcinB y de PAF26L sobre la infecciéon causada por el hongo
P. digitatum. Este tipo de experimentos pueden llegar a presentar una
importante variabilidad, ya que la incidencia de la infecciéon depende del
inéculo inicial del hongo pero también de la variedad de fruta, la campafia
anual o las condiciones agronémicas o medioambientales del fruto durante su
desarrollo y cosecha. Estos factores hacen variar la susceptibilidad de los frutos
a la infeccion. Es por ello que los experimentos de infeccién recogidos en este
trabajo son representativos de tratamientos realizados al menos en dos
campafias anuales distintas y sobre distintas variedades de frutos citricos (ver

mas adelante apartado 4 de Resultados).

En la Figura 22 se presentan los resultados de los bioensayos de control
de la podredumbre causada por P. digitatum en frutos citricos de mandarina
(Citrus clementina Hort. Ex Tan. cv. Clementina de Nules). Los frutos fueron
inoculados con conidios del hongo en combinacién con los péptidos a la
concentracion de 100 uM. Se determiné la evolucién de la infeccion en los
distintos tratamientos mediante el porcentaje de heridas infectadas a los
diferentes dpi. El analisis de las medias revel6 una reduccion significativa en el
porcentaje de heridas infectadas en frutos co-inoculados con el hongo y el
péptido PAF26L en todos los experimentos llevados a cabo. La co-inoculacion
con los péptidos derivados de LfcinB proporcioné una reduccién de la
infeccién estadisticamente significativa sélo en algunos experimentos

(representativo de esto es el mostrado en la Figura 22), pero solo una
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reduccion de la incidencia no significativa en otros experimentos realizados. De
este modo PAF26L fue mas efectivo y dio unos resultados claramente mads
reproducibles que los péptidos derivados de la LfcinB en los ensayos de

inhibicién de podredumbres postcosecha.
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Figura 22. Efecto de los péptidos en el control de la podredumbre causada por
P. digitatum en frutos citricos. (A) Frutos de mandarina fueron inoculados con
P. digitatum PHI-26 solo (batras blancas), o en combinacién con los péptidos PAF26L
(barras rojas), LfcinBog.2s (barras azules) y LfcinBi7.31 (barras fucsias) a la concentracion
de 100 uM. Los resultados son mostrados como la media del porcentaje de heridas
infectadas £ SD para cada tratamiento y dia post inoculacién (dpi). Hubo una
diferencia estadisticamente significativa entre las medias de los cuatro tratamientos
para cada dpi, al 95% de confianza (F-test). Las barras dentro del mismo dia
etiquetadas con la misma letra no difieren estadisticamente al 95% de confianza (test
de la diferencia significativa real de Tukey). (B) Fotografias a los 5 dpi de una de las

tres réplicas de cinco frutos para cada tratamiento efectuado en el experimento
mostrado en (A).
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2. ESTUDIO DEL MODO DE ACCION DE PAF26.

El estudio y conocimiento del mecanismo de acciéon de péptidos
antimicrobianos es importante para su caracterizacion funcional, pero también
como paso previo para la mejora de su actividad mediante disefio racional. Con
el objetivo ultimo de optimizar las propiedades antimicrobianas de los péptidos
PAF, en este apartado hemos centrado la investigaciéon en el modo de accion
del péptido PAF26. Este hexapéptido ha demostrado poseer un buen balance
de potencia/especificidad frente a nuestro microorganismo diana P. digitatum,
en comparacion con otros péptidos PAF (Lopez-Garcia ef al., 2002) y con los

péptidos derivados de la LfcinB estudiados en el apartado anterior.

En estudios previos a este trabajo se determiné mediante microscopia
optica de fluorescencia utilizando la sonda SG que el péptido PAF26D a altas
concentraciones (superiores a su concentracion MIC) promueve la
permeabilizacion celular del micelio de P. digitatum (Lopez-Garcia, 2002). En el
presente estudio, y como continuacion y extensiéon de aquellos resultados
previos, hemos caracterizado mas exhaustivamente la accion antifungica del
péptido PAF26 sobre el hongo P. digitatum en relaciéon con los cambios
microscopicos producidos y su capacidad de permeabilizacion, en un estudio
comparado con el péptido Melitina. También se ha estudiado la interaccion de
PAF26 con P. digitatum mediante marcaje fluorescente del péptido y analizado
su potencial unién a acidos nucleicos. Finalmente, se ha comparado el efecto
de PAF26 con el de otros compuestos antimicrobianos y condiciones de estrés,

en el hongo P. digitatum y en otras tres especies del género Penicillinm.

2.1. Alteraciones morfologicas producidas en el micelio de P. digitatum
por exposicion a PAF26.

Se estudiaron las alteraciones morfologicas producidas por PAF26L
sobre micelio de P. digitatum en fase exponencial de crecimiento, en un disefio
experimental analogo al descrito en el apartado anterior con el péptido
LfcinB,, 5, (Figura 20). Como ocurtia con éste, las propiedades inhibitorias de
PAF20L resultaron ser algo diferentes al utilizar micelio en crecimiento en vez
de conidios como material de partida en los ensayos antimicrobianos (Figura

23). Al comparar los valores obtenidos de IC,; y MIC se observé una
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reducciéon en el 1C,, de PAF26L de 2,2 uM a 1,3 uM, mientras el MIC se
increment6 de 4 uM a 6 pM (Figura 23 y ver mas adelante Tabla 10).
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. 020 A 1M
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o —7— 7 M
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Figura 23. Efecto del péptido PAF26L sobre el aumento de biomasa del micelio
de P. digitatum PHI-26 en fase de crecimiento exponencial. La flecha sefiala el
momento de adicién del péptido a las concentraciones finales indicadas.

Estas muestras de micelio tratado con diferentes concentraciones de
PAF20L fueron posteriormente tefiidas simultineamente con los compuestos
fluorescentes CFW y SG, y visualizadas mediante microscopia Optica de
fluorescencia (ver Figura 24 en paguina siguiente). En los controles en los
cuales P. digitatum se incubd con la sonda SG sin tratamiento con péptido, no
se apreci6 sefial de fluorescencia detectable mediante microscopia 6ptica
(Figura 24A3) o microscopia confocal laser (datos no mostrados). Sobre las
mismas muestras control, el fluoréforo CFW (Figura 24A2) mostré una tincion

analoga a la descrita anteriormente (Figura 21A).

La incubacién a las concentraciones MIC revel6 la presencia de hifas
totalmente colapsadas mostraindose muy parecidas las tinciones de SG y CFW,
indicando la muerte celular caracterizada por la desorganizacion de las paredes
y la permeabilizaciéon celular del micelio (Figura 24D). Este resultado es
equivalente al obtenido en los trabajos iniciales de permeabilizacién con SG en
donde se visualizaba la fluorescencia del micelio de muestras tratadas con
PAF26D a altas concentraciones (LLopez-Garcia, 2002).
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A estas concentraciones MIC de PAF26L, 1a tinciéon con CFW no se
localiz6é preferentemente en determinadas zonas (conidi6foros) como ocurria
en los controles, si no que se mostrd a lo largo de toda la hifa (Figura 24D2).
También la fluorescencia del SG fue muy intensa detectandose practicamente
en todas las hifas del micelio (Figura 24D3). Por tanto, las hifas aparecian sin
septos de separacion definidos y exhibiendo la tincién verde del SG
coincidiendo con zonas de acumulacion de material intracelular. Observaciones
similares a ésta han llevado a la conclusiéon de que la actividad de distintos
AMP se basa en la permeabilizaciéon de microorganismos diana (Rajasekaran ez
al., 2001; Oatd et al., 2004).
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Sin embargo, el tratamiento con PAF20L a concentraciones sub-MIC
mostré resultados cualitativamente distintos. El crecimiento fungico observado
a esas concentraciones (Figura 23) resultd presentar alteraciones morfologicas
tal y como habfamos visto con el péptido LfcinB,, ;;, aunque la apariencia de
dichas alteraciones era diferente. A 1 uM de PAF26L (concentracion cercana al
IC,) la tincién de la quitina fue todavia predominante en los septos, apices de
hifas y conidi6foros, aunque éstos mostraron una morfologia anormal y las
distancias intersepto disminuyeron (Figura 24B1-B2). Estas anomalias se
visualizaron ademas en campos en los que practicamente no se observod

permeabilizacién mediante la sonda SG (Figura 24B3).

A concentraciones de 3-6 uM de PAF20L, por encima del valor ICy,
pero todavia sub-MIC, se siguieron visualizando y con mayor frecuencia
estructuras del micelio con la morfologia alterada (Figura 24C). Al estudiarlas
con mas detalle (Figura 25), se observé ademas la presencia de un numero
significativo de ramificaciones laterales abortadas y dicotomias apicales en los
extremos de las hifas en crecimiento. Asi mismo, en algunos ejemplos los
extremos de las hifas presentaban acumulos de tinciéon con CFW (ver Figura
25A2). También se observé la formaciéon de abombamientos en células
individuales del micelio que pueden encontrarse en los apices o en el interior
de las hifas, ademas de la reducciéon de las distancias intersepto dentro de las
hifas (Figura 25). Se puede visualizar en esos abombamientos que células
aisladas aparecen con una tincién de CFW mas intensa y evidente, lo cual
indica alteraciones en la acumulacién de quitina y/o componentes estructurales

de las paredes fungicas de esas zonas (Figura 25D2).

Figura 24. Microscopfa optica de fluorescencia del micelio de P. digitatum PHI-26
tratado con PAF26L. Se muestran microgratias del micelio del hongo sin tratamiento
con el péptido (A) y después del tratamiento durante 48 h con PAF26L a las
concentraciones finales de 1 pM (B), 3 uM (C) y 15 uM (D). Después de la incubacion,
las muestras se tifieron con CFW y SG. Los paneles 1-3 muestran en cada caso el
mismo campo mediante contraste interferencial (paneles 1), fluorescencia azul emitida
por el CFW (paneles 2) y fluorescencia verde producida por el SG (paneles 3). En las
fotografias aparecen indicados los abombamientos en las células dentro de las hifas
(0) o en las puntas apicales (®), junto con la presencia de dicotomias apicales del
micelio (A). Barra: 25 um.
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Figura 25. Microscopia 6ptica de fluorescencia del micelio de P. digitatum PHI-26
tratado con PAF26L. Se muestran las micrografias del micelio tratado con el péptido a
las concentraciones finales de 1 pM (A) y 3 uM (B, C y D). Después de la incubacion,
las muestras fueron tefiidas con CFW y SG. Los paneles representan las imagenes
tomadas en campo claro con contraste interferencial (paneles 1), la fluorescencia
emitida por el CFW (paneles 2) y por el SG (paneles 3) en los mismos campos de
visién. En las fotografias aparecen indicados los abombamientos en las células dentro
de las hifas (0) o en las puntas apicales (®), junto con la presencia de dicotomias
apicales del micelio (A) y de ramificaciones laterales abortadas (A). Barra: 25 um.
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Como ocurria anteriormente, todas estas alteraciones se observan
generalmente en zonas carentes de fluorescencia de SG (Figura 25), lo que se
interpreta como ausencia detectable de permeabilizacion celular. La tinciéon de
CFW en otras muestras aparece desorganizada e irregular a lo largo de las
paredes en comparaciéon con las muestras no tratadas (Figura 25C2), sin
mostrar en ningun caso preferencia por estructuras definidas como
conidiéforos, conidios o septos intercelulares, como ocurre en el caso de la

visualizacién de los controles.

La observacion mediante microscopia confocal liaser mostré una
discontinuidad en la distribucién de la fluorescencia emitida por la sonda SG
en células contiguas del micelio, con morfologia normal o alterada, después del
tratamiento a concentraciones sub-MIC de PAF26L (Figura 26). Esto sugiere
distintas formas o estadios en la permeabilizacién, pudiéndose visualizar
células: () con ausencia total de fluorescencia, es decir no permeabilizadas; (ii)
con fluorescencia en forma de cuerpos discretos en el interior celular (flechas

blancas en Figura 206); y por ultimo (iii) con fluorescencia a lo largo de todo el

Figura 26. Microscopia confocal laser del micelio de P. digitatum PHI-26 tratado con
PAF26L a la concentracion de 3 pM. Los paneles 1 representan las imdgenes de
campo claro y los paneles 2 la fluorescencia emitida por el SG, la cual aparece en
algunos casos a lo largo de todo el citoplasma de la célula (flechas amarillas) o en
forma de cuerpos discretos en el interior celular (flechas blancas). Barra: 25 pum.
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interior citoplasmatico (flechas amarillas en Figura 26). También se puede
observar como emergen pequefas ramificaciones abortadas de las células no

permeabilizadas o en las fases iniciales de permeabilizacion, (Figura 26A1).

Utllizando la tincién especifica con el fluoroforo DAPI, hemos
visualizado la distribucién de los nucleos celulares en las células del hongo que
presentan alteraciones morfologicas por exposicion a PAF26L (Figura 27). El
micelio de P. digitatum sin tratar con péptido mostro la distribuciéon normal de
nucleos, indicando aproximadamente un nucleo dentro de cada espacio
intersepto (Figura 27A). Sin embargo, se observé que las células que presentan
alteraciones en forma de abombamientos tras la exposicion al péptido
aparecfan multinucleadas (Figura 27B). Estas células, con las paredes mas
gruesas y no permeabilizadas (como hemos visto en la Figura 25D2-3),
presentan un gran numero de nucleos distribuidos en el citosol celular (Figura
27B2).

Figura 27. Visualizacién por microscopia Optica de fluorescencia de la tincién de
nucleos con DAPI de células normales de P. digitatum (A) o células con alteraciones
morfolégicas causadas por la exposicién a concentraciones sub-MIC de PAF26L (B).
Barra: 10 um.
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2.2. Actividad antimicrobiana y capacidad de permeabilizacion de
PAF26. Estudio comparado con Melitina.

Las observaciones anteriores plantean la cuestién de la relacion entre la
actividad antimicrobiana de PAF206 y su efecto de permeabilizacion celular. Se
disefi6 un experimento para cuantificar la permeabilizaciéon producida sobre el
micelio de P. digitatum por exposicion a PAF26L., comparandola en paralelo
con el efecto sobre el aumento de la biomasa del hongo. En condiciones
experimentales similares a las usadas en la determinaciéon de las propiedades
inhibitorias de los péptidos sobre micelio del hongo (como las mostradas en la
Figura 23), y tras 24 h de incubacién con el péptido, se adicion6 la sonda
fluorescente SG. De este modo, se cuantificé la fluorescencia emitida, y se
obtuvieron las curvas dosis-respuesta de permeabilizacién que permitieron
evaluar la correlaciéon existente entre las propiedades de inhibicién del
crecimiento y la permeabilizacion de PAFOL sobre P. digitatum (ver mas
adelante, Figura 28A).

La cuantificacion de la fluorescencia registré una curva de incremento
de permeabilizacién con el aumento de la dosis de péptido que era paralela a la
curva de inhibiciéon. Sin embargo, en diferentes experimentos realizados se
observé que concentraciones de PAF20L cercanas al valor 1C;, (0,5-1 uM)
tuvieron un efecto discernible sobre el crecimiento mientras que soélo
producian un minimo aumento en la permeabilizaciéon (Figura 28A). Este
resultado complementa las observaciones microscopicas a concentraciones
sub-1C;,, en las que se encontré una pobre fluorescencia del SG en areas del

micelio con morfologfa y crecimiento alterado (Figura 24B y Figura 25A).

Para abordar la cuestion de la permeabilizaciéon celular desde otra
perspectiva, decidimos hacer un estudio comparado con el péptido melitina
(Tabla 9). El efecto antimicrobiano y toxico de la melitina se debe a su
incorporacion en la bicapa lipidica de membranas bioldgicas, la segregacion de
fosfolipidos y la consiguiente desorganizacién de la bicapa y permeabilizacion
celular (Matsuzaki ez al, 1997). La melitina ha sido ampliadamente estudiada
como un modelo de péptido citotdxico que interacciona con membranas
(Bechinger y Lohner, 2006). Nuestro grupo ha mostrado que la melitina
presenta actividad inhibitoria frente a P. digitatum similar a la de PAF26D,

aunque con mayor potencia antibacteriana (Loépez-Garcia ef al., 2002).
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Tabla 9. Secuencias de los péptidos ensayados.

Péptido Secuencia?

PAF20L Ac—-RKKWEW-NH,
Melitina GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ
Mel.subK71 GIGAVLIVLTTGLPALISWIKRKRQOQ

2El codigo de colores que se utiliza en los distintos residuos es el descrito en la Tabla 2.

Ademas, se utilizé en nuestro estudio un analogo de secuencia de la
melitina, el péptido mel.subK7I (Tabla 9), que presenta propiedades alteradas
en términos de estructura, interaccion con membranas lipidicas y toxicidad
celular (Pérez-Paya ez al., 1994; Marcos et al., 1995). Mel.subK7I es un analogo
de la melitina con una unica substitucion de Lys por Ile en la posicion 7, la cual
implica una reduccién en su interaccion con membranas y disminucién de su
toxicidad sobre glébulos rojos humanos, medida por sus propiedades
hemoliticas (Pérez-Paya ez al., 1994).

Se realizaron una serie de experimentos con el objetivo de comparar
distintas propiedades de PAF26L y de melitina, relacionadas con su caracter
antimicrobiano y su capacidad de permeabilizacion celular (ver este sub-
apartado y los dos siguientes). En primer lugar, se determinaron los parametros
antimicrobianos de melitina y Mel.subK7I en ensayos estandar de inhibicion
del crecimiento. Ademas, y de modo similar a lo efectuado para el péptido
PAF26L, se realizaron experimentos de adiciéon de péptido a distintas
concentraciones finales sobre micelio de P. djgitatum crecido 24 h en medio 5%
PDB (Tabla 10).

Al igual que ocurre con PAF26L, los valores inhibitorios de melitina y
mel.subK7I difieren ligeramente al ensayarse frente a micelio o conidios. El
péptido melitina que sobre conidios muestra una mayor actividad inhibitoria
que PAF26L (IC,, de 1,1 uM y MIC de 4 uM) pasa a tenerla menor sobre
micelio (2,9 y 8 uM, de IC,, y MIC respectivamente) (comparense en Tabla 10).
El péptido mel.subK7I posee menores actividades antimicrobianas que su

secuencia parental melitina y que PAF20L, en ambas condiciones (Tabla 10).
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Tabla 10. Valores inhibitorios de los péptidos ensayados frente a P. digitatum

PHI-26.
Conidios (5% PDB) Micelio (5% PDB)
Péptido ICs0 (1M) MIC (uM) ICso (uM) MIC (uM)
PAF26L 22+%0,2 4 1,304 6
Melitina 1,1 £0,5 4 29 %0,7 8
Mel.subK71 3,2%+09 8 nd.? >15

an.d., no determinado.

En las curvas dosis-respuesta para los péptidos melitina (Figura 28B) y
mel.subK7I (Figura 28C) se puede observar, al igual que ocurre con PAF26L,
que la permeabilizacién que se produce es dependiente de la concentracion de
péptido y se correlaciona con la inhibiciéon del crecimiento fungico, a mayor
concentraciéon aumenta la permeabilizacién y decrece el crecimiento. Sin
embargo, en ambos péptidos no ocurre como en el caso de PAF26L que a
concentraciones cercanas al IC;, se produce un descenso significativo en el
crecimiento sin apenas observarse permeabilizacion (Figura 28A). En melitina,
y también en mel.subK7I, ambas curvas de crecimiento-permeabilizacion se
encuentran mas ligadas entre si (Figura 28B-C). En el caso de la melitina
ademas, a altas concentraciones y también a lo largo del tiempo, la
fluorescencia decae, lo cual podria indicar la degradacion del material

intracelular debido a la extensa permeabilizacion producida (Figura 28B).
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Como ya hemos indicado, los registros de fluorescencia de la Figura 28
estan tomados a las 2 h de adicién de SG, la cual se produjo después de 24 h
de exposicion a los péptidos. Se realizaron ensayos adicionales para determinar
las cinéticas de permeabilizaciéon del micelio durante las 3 primeras horas de
exposicion a los péptidos. Simultaneamente a la adicion de éstos, se afiadié la
sonda SG y se registré el incremento de fluorescencia en intervalos de 2 min
(Figura 29). Estos ensayos también sugieren diferencias en el modo de accién
de los tres péptidos. En las concentraciones de 3 a 15 uM de melitina se vieron

incrementos de fluorescencia muy rapidos y similares entre si durante los
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primeros 30 min (Figura 29B), mientras que en el caso de PAF26L y
mel.subK7I, los incrementos fueron mas lentos y diferentes para las distintas
concentraciones (Figura 29A y C). Estos datos indican una rapida y mas
eficiente permeabilizacién de las membranas fungicas por parte de melitina. A
las concentraciones mas altas se detect6 una estabilizacién y posterior descenso
de fluorescencia (similar a lo observado en la Figura 28B), lo cual sugiere la

degradacién de los componentes intracelulares.

Figura 29. Cinéticas de
permeabilizacion del
micelio de P. digitatum PHI-
26 tras la adiciéon de los
péptidos  PAF26L  (A),
Melitina (B) y mel.subK71
(C). Se afadi6 la sonda SG c
junto con los péptidos a las

concentraciones de 0,5 (®),

1 (0), 3 (V), 6 (V), 8 (m), 200

D50 [t
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L . s 150
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de fluorescencia emitida - 100
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2.3. Actividad fungicida sobre conidios.

Los diferentes modos de permeabilizacion sobre las células del micelio
del hongo por parte de los péptidos PAF26L y melitina, nos llevaron a explorar
la actividad fungicida de ambos péptidos sobre los conidios de P. digitatum.

En una serie de experimentos, se determiné la viabilidad de conidios
tras su incubacion con los dos péptidos a distintas concentraciones y/o durante
distintos tiempos de tratamiento. Como ejemplo, se muestran los resultados
obtenidos a una concentracién alta, 30 uM, por encima de los valores MIC
obtenidos en los distintos ensayos zz vitro de inhibicién del crecimiento para
cualquiera de los dos péptidos. Esta concentraciéon ya hemos mostrado que es
fungicida sobre conidios de P. digitatum en los ensayos realizados anteriormente
con PAF26L y los péptidos derivados de LfcinB (Figura 19). Se obtuvo una
cinética de la pérdida de viabilidad de conidios en funcién del tiempo de
contacto con los péptidos (Figura 30). Se aprecia cémo los dos péptidos
difieren marcadamente en su capacidad fungicida sobre las esporas. Tras 15

min de tratamiento, PAF26L es capaz de reducir la viabilidad de los conidios
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Figura 30. Cinética de actividad fungicida de los péptidos Melitina y PAF26L
sobre conidios de P. djgitatum PHI-26. Las esporas se incubaron en agua estéril a
diferentes tiempos desde 15 min hasta 16 h en ausencia de péptido (O0) o en
presencia de 30 uM de PAF26L (®) y melitina (A). Los valores muestran los
datos medios T la desviacién estindar de los recuentos trealizados de cada
muestra por triplicado.
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en un orden de magnitud (de 10* a 10’ conidios/mL), y ya a pattir de los 60
min reducir el porcentaje de viabilidad en mas de un 99%. En contraposicién a
este efecto, en los conidios tratados con melitina solo se observa una pequefia
reduccion en la viabilidad tras un tratamiento como minimo de 16 h. Este
resultado pone de manifiesto nuevamente la existencia de diferentes
mecanismos de actuacién antimicrobiana de PAF20L y de melitina sobre el

hongo de estudio P. digitatum.

2.4. Actividad hemolitica sobre globulos rojos.

Se evalu6 la citotoxicidad de los péptidos melitina y PAF26L a través
de un ensayo de hemolisis sobre gloébulos rojos humanos. La actividad
hemolitica de numerosos péptidos catidnicos se ha estudiado y comparado con
su actividad antimicrobiana, sirviendo incluso de ensayo de referencia para
optimizar las propiedades antimicrobianas de AMP que se pretendan utilizar en

estrategias terapéuticas o en proteccion fitopatoldgica.

Los ensayos de actividad hemolitica se realizaron a tres concentraciones
de péptido (1, 10 y 100 uM). EI limite de deteccién en nuestras condiciones
experimentales fue de 0,3% de la hemolisis del control. Los resultados
obtenidos demuestran una reducida citélisis del péptido PAF26L frente a
eritrocitos humanos (ver Tabla 11 en pagina siguiente). De acuerdo con las
distintas concentraciones ensayadas, PAF26L. mostré del orden de 10’-10*
veces menos actividad hemolitica que el péptido melitina. Este resultado
confirma el distinto modo de acciéon de los dos péptidos y ademas sugiere la
existencia de una interaccion distinta con las membranas bioldgicas del péptido
PAF20L a la que posee un péptido citolitico como la melitina. Por otro lado,
también confirmamos la reduccién en la citotoxicidad del analogo de melitina
mel.subK7I en aproximadamente cuatro veces por la simple sustituciéon en uno

de sus residuos, como se ha descrito previamente (Pérez-Paya e al., 1994).
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Tabla 11. Actividades hemoliticas de los péptidos sobre globulos rojos

humanos 2.
Concentracion de péptido ensayada (uM)
Péptido 1 10 100
PAF20L <03 <03 <0,3
Melitina <03 32,7%+0,7 1157+ 25
Mel.subK71 <03 9,1£0,7 30,228

2 Los valores indican el porcentaje de hemolisis relativa al control 100% obtenido en el
tratamiento con 0,1% de Tritén X-100. El limite de detecciéon del ensayo es 0,3 % de
hemolisis.

2.5. Localizacion de PAF26 marcado con FITC.

El marcaje fluorescente y la microscopia confocal laser se han utilizado
en trabajos previos para investigar la interaccion entre péptidos catiénicos y
distintos microorganismos (Vives et al., 1997; Park et al., 2000; Kragol ez al.,
2002; van der Kraan e# al., 2005; Powers ef al., 2006). PAF26L fue sintetizado
con su extremo N-terminal modificado mediante la adicién covalente del
fluoréforo FITC con el objetivo de visualizar su interacciéon con conidios y

micelio del hongo P. digitatunm.

En primer lugar se comprob6 que la adicién covalente del fluoréforo
FITC no influfa en la actividad antimicrobiana del péptido PAF26L sobre
P. digitatum. También se analizé que el compuesto fluorescente no tuviera un
efecto por si solo sobre el crecimiento del hongo (Figura 31). FITC-PAF26L
apenas difirié en su actividad antifungica de PAF26L, y el compuesto FITC no
mostr6 actividad antimicrobiana alguna, lo que nos indicé que el marcaje de
PAF26L con FITC tuvo un efecto minimo en su bioactividad.
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Figura 31. Curvas dosis-respuesta del efecto sobre el crecimiento de P. digitatum
PHI-26 de los péptidos PAF26L (@) y FITC-PAF20L (¢), y del fluoréforo FITC
(V). Se expusieron 2,5x 10* conidios/mL en medio liquido 5% PDB a la
presencia de los péptidos o el compuesto FITC a distintas concentraciones. Las
curvas muestran los datos medios de DOgoonam T la desviacion estandar después
de 48 h de incubacién. Los valores calculados de ICso de PAF26L y FITC-
PAF26L no difieren significativamente (P < 0,05).

2.5.1. Interaccion con conidios.

Se incubaron conidios en agua estéril con el péptido FITC-PAF26L a
las concentraciones de 0,3, 3 y 30 uM, durante distintos tiempos. Sélo a la
mayor concentracion ensayada de FITC-PAF26L (30 uM) se observé una senal
positiva de fluorescencia mediante microscopia confocal laser (Figura 32A-B).
A los 30 min de incubacién la fluorescencia se visualiz6 en las envueltas
exteriores de la espora, y s6lo una muy pequefia cantidad se podia observar en

el interior celular (Figura 32A).

Después de tiempos de incubacién mucho mas largos (=16 h) y
también a la concentracion mas elevada (30 uM), se pudo observar una clara
fluorescencia en el interior de la espora, que indicaba que el péptido FITC-
PAF26L habfa sido internalizado (Figura 32B). La sefial de fluorescencia estaba
excluida de las envueltas exteriores (ver la superposicion de imagenes en Figura

32B3). En estas condiciones, la presencia de la fluorescencia interior se pudo
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ver en un 42% del total de los conidios visibles. Ademas, se pudo distinguir de
forma clara el colapso de las membranas internas de la espora por debajo de la
cubierta exterior, retraidas hacia el interior celular, en comparacién con
conidios sin péptido o incubados sélo 30 min (comparar Figura 32A con
Figura 32B-C).

Figura 32. Visualizaciéon de la interacciéon de FITC-PAF20L con conidios de
P. digitatum  PHI-26 mediante microscopia confocal laser. Conidios en estado
quiescente incubados con el péptido a la concentracién de 30 uM en agua estéril
durante 30 min (A) o 16 h (B). (C) Tratamiento de los conidios con PAF26L a 30 uM
durante 16 h y posterior tinciéon con la sonda fluorescente SG. Las fotografias
muestran el mismo campo de visiéon en campo claro (paneles 1), fluorescencia (paneles
2) y la superposicion de las dos imagenes (paneles 3). La cabeza de flecha (A2) sefiala
la minima fluorescencia observada en el interior de la espora. Barra: 5 pm.
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En un experimento diferente, se incubaron conidios con PAF26L sin
marcar a esas condiciones de alta concentracién (30 uM) y largo tiempo (16 h),
y en presencia de la sonda fluorescente SG. Se observé por microscopia la
permeabilizacién de la espora utilizando la sonda SG (Figura 32C), de forma

analoga a lo que ocurtia en el caso de micelio (ver Figura 24 y Figura 25).

2.5.2. Interaccion con tubos germinativos y micelio en crecimiento.

A continuacién se pasé a estudiar la interaccion de FITC-PAF26L con
conidios que estan germinando y micelio en desarrollo. Para ello a esporas
incubadas en medio de crecimiento 5% PDB durante un tiempo minimo de
14-16 h, tiempo en torno al cual rompe el tubo germinativo de la espora, se les
adicion6 el péptido FITC-PAF26L igual que en el caso anterior a las
concentraciones de 0,3, 3 y 30 pM. Tras su incubacién durante distintos

tiempos, las muestras se visualizaron, mediante microscopia confocal.

En estos experimentos realizados con tubos germinativos y micelio,
hay que remarcar la diferencia existente con la visualizacioén de las esporas a las
distintas concentraciones de FITC-PAF26L. A las concentraciones mayores la
saturacion en la fluorescencia era muy elevada, y hacia imposible discernir si en

la interaccion existian zonas o estructuras preferentes.

En las muestras de conidios germinando la interacciéon FITC-PAF26L
era visible a la menor concentraciéon ensayada (0,3 uM); por lo tanto se
examinaron todas las muestras a esa concentraciéon de péptido marcado. La
interacciéon ocurre rapidamente, en 1-2 min después de la adiciéon de péptido,
con las paredes y membranas de los tubos germinativos en crecimiento (Figura
33A), difundiendo después por la membrana plasmatica de forma lateral hasta
la espora germinada (Figura 33B). A continuacion, a partir de los 5 min de
incubacién, el péptido se localizé en el interior celular rellenando todo el
espacio citoplasmatico (Figura 33C). De esta manera se demuestra que tras un
corto espacio de tiempo el péptido PAF20L es capaz de internalizarse a
concentraciones a las cuales no es observable un efecto en la permeabilizacion
celular (Figura 28A). A tiempos mas largos, el péptido FITC-PAF26L se
observaba disperso por el citoplasma de las células (Figura 33E) o concentrado
en vesiculas o pequenos cuerpos discretos en el interior celular (Figura 33D),

los cuales todavia no han sido identificados.
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El micelio tratado simultaneamente con el fluoréforo FITC y el
péptido PAF26L sin marcar, ambos a la concentraciéon de 0,3 uM, no mostrd
seflal de fluorescencia ni en las paredes ni en el interior celular (Figura 33F).
Este resultado demuestra que la internalizacién del FITC requiere la union
covalente al péptido, y también que a esa concentraciéon PAF26L es incapaz de
hacer permeables las paredes celulares a moléculas como el FITC (Figura 33F)
o la sonda SG (Figura 29A).

2.5.3. Interaccion con células de S. cerevisiae.

En experimentos paralelos a los realizados con P. digitatum, se estudié
cémo se produce la interacciéon del péptido FITC-PAF20L con el hongo
unicelular modelo . cerevisiae. Estos experimentos estaban inicialmente
concebidos para evaluar la especificidad de las interacciones que estabamos
visualizando. PAF26L. ha mostrado mayor actividad antimicrobiana sobre el
hongo filamentoso que sobre la levadura, en comparacién con otros AMP,
como el péptido LfcinB,, 5, (Figura 18) o el péptido melitina (Lopez-Garcia ef
al., 2002), los cuales poseen mayor actividad antimicrobiana sobre S. cerevisiae
que PAF26L.

Se visualizé por microscopia confocal la interaccion de FITC-PAF26L
a distintas concentraciones con S. cerevisiae 'y durante varios intervalos de
tiempo (Figura 34). El primer resultado observable fue que sélo era posible
visualizar el péptido FITC-PAF20L si estaba a concentraciones como minimo

de 15 uM, por debajo de ésta no se detectaba la fluorescencia (datos no

Figura 33. Visualizacién de la interacciéon de FITC-PAF26L con conidios germinando
(A-C) y células de micelio crecido (D y E) de P.digitatumm PHI-26 mediante
microscopia confocal laser. Se incubé FITC-PAF26L a la concentraciéon de 0,3 uM
durante menos de 2 min (A y B), 5 min (C), y 15 min (D y E). (F) Micelio de
P. digitatum expuesto simultaneamente a la presencia de 0,3 pM de FITC y 0,3 pM de
PAF26L durante 5 min. Las fotografias muestran el mismo campo de visién bajo luz
normal (paneles 1), fluorescencia (paneles 2) y la superposicion de las dos imagenes
(paneles 3). Barra: 10 pm.
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mostrados). Se visualizaron las células de S. cerevisiae a la concentracion de 30
uM incubadas con FITC-PAF26L durante 2, 5 y 30 min y mas de 1 h. En los
primeros instantes se vio que la interaccién se produce de forma desigual con
las células de la levadura, en algunas rapidamente se visualiza el péptido en el

interior celular mientras que con otras no muestra ninguna interacciéon (Figura
34A).

Al aumentar el tiempo de incubacién (a partit de los 30 min), se
consigue una interacciéon del péptido marcado con practicamente todas las
células de la muestra (Figura 34B). Ademas, tanto a tiempos cortos como
largos, la fluorescencia siempre se observo en el citoplasma celular, exenta de la
pared exterior (Figura 34B3), y nunca se observé una fase inicial de interaccion

con las envueltas celulares, tal y como ocurre con P. digitatum.

Figura 34. Visualizacién de la interaccién de FITC-PAF26L con la levadura
S. cerevisiae FY1679 en microscopia confocal liser. 5,0 x 105 UFC/mL de la
levadura crecidas en un cultivo nocturno de YPD se resuspendieron en medio
10% YPD e incubaron con el péptido FITC-PAF26L a la concentraciéon de 30
uM durante 5 min (A) y 1 h (B). El panel B3 muestra la superposicién de las dos
imagenes. Barra: 25 um (A) y 5 um (B).
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2.6. Estudio de la interaccion de PAF26 con tRNA.

Vista la capacidad del péptido FITC-PAF20L para translocarse al
interior celular, y considerando su caracter catidnico, se evalu6 la potencial

interaccidon de PAF26L con acidos nucleicos.

De forma similar a otros estudios (Moreno ¢# al., 2000), el andlisis se
realiz6 mediante un ensayo de cambio en la movilidad electroforética (EMSA)
utilizando tRNA de levadura. Se incubé una cantidad de 250 ng de tRNA con
distintas concentraciones de PAF26, y se determiné su movilidad en un gel de
poliacrilamida (Figura 35). La union del péptido a tRNA se detectd a partir de
8 uM, observandose la desaparicion de la banda correspondiente al tRNA libre
hasta en un 80% del total a las concentraciones de 32-64 uM (Figura 35). Las
concentraciones a las cuales se produce la uniéon PAF26I:RNA en estos
experimentos indican una interaccién inespecifica. Ademas, se observa que el
tRNA unido aparece formando un continuo de movilidad electroforética, no
observandose bandas definidas como se ha descrito en el caso de péptidos de
unién especifica a acidos nucleicos (Aparicio et al, 2003). Estos datos nos
permiten concluir que PAF26L tiene la capacidad de unir inespecificamente

tRNA (y probablemente otros acidos nucleicos celulares).

Péptido (M)
]

051 2 4 8 16 32 64 -

tRNA- (WM e -

Figura 35. Analisis de las propiedades de unién a tRNA de PAF26L
mediante EMSA. tRNA cometcial de levadura fue incubado con
PAF26L a las concentraciones indicadas arriba y analizada su movilidad
electroforética en gel de poliacrilamida 10%. Las posiciones del origen
(O) y de la banda de t RNA libre aparecen indicadas a la izquierda.
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2.7. Estudio comparado de la actividad de PAF26 y otros compuestos
antimicrobianos sobre especies del género Penicillium.

Para completar la caracterizacion de la actividad del péptido PAF26,
ésta se ha comparado con la de otros compuestos antimicrobianos de
propiedades conocidas, con el objetivo de aportar datos sobre las bases que

definen la susceptibilidad a PAF26 en hongos del género Penicillinm.

Este estudio se realizé sobre cuatro especies de Penzcillinm. Como ya se
ha comentado, P. digitatum y P. italicumr son patégenos naturales de frutos
citricos. Otra especie de Penicillium de gran importancia en postcosecha de
trutos es P. expansum, patéogeno de frutos de pepita como manzanas o peras.
Este ultimo posee una muy reducida virulencia sobre frutos citricos, mientras
que P. brevicompactum se muestra practicamente avirulento en citricos (Lopez-
Garcia, 2002). Estas cuatro especies de Penicillium poseen ademas diferencias
morfologicas en su crecimiento en placa en cuanto a su aspecto, color y
compactacién del micelio (Figura 36). En los resultados previos de nuestro
grupo (Lopez-Garcia, 2002) y en los obtenidos en el transcurso del presente

trabajo, se observa una distinta sensibilidad a PAF26 de estas cuatro especies.

Figura 36. Aspecto y crecimiento en placa de medio sélido PDA de las cuatro especies
de Penicillium ensayadas. Desde la parte superior izquierda y en sentido horario
aparecen P. italicum PHI-1, P. digitatum PHI-26, P. expansum PHI-05, y P. brevicompactum
PHI-8. Los conidios de los hongos se aplicaron en forma de gotas de 2,5 uL. desde
una solucién de 2,5 x 104 conidios/mlL. Las placas se incubaron durante 3-4 dias a la
temperatura de 24° C. Esta disposiciéon de los hongos sera la utilizada en los ensayos
en placa realizados en este apartado con los distintos compuestos antimicrobianos. Se
muestran las fotograffas a color con fondo blanco y negro (izquierda y centro,
respectivamente), y el negativo sin color (derecha) que sera la mostrada en los
distintos resultados expuestos en este apartado.
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2.7.1. Comparativa de la susceptibilidad a PAF26 y a CFW.

En anteriores trabajos se habia encontrado en las cuatro especies de
Penicillium un perfil de sensibilidad a la accién del péptido PAF26D que se
correlaciona con su virulencia sobre frutos citricos (Lépez-Garcia, 2002). Asi,
en medio completo PDB, los no patégenos de citricos P. expansum y
P. brevicompactum fueron insensibles a PAF26D a las concentraciones ensayadas,

mientras que los mas sensibles al péptido fueron P. digitatum y P. italicum.

En el presente trabajo, se realizaron experimentos adicionales de

inhibicién y ensayos de actividad fungicida del péptido. La Figura 37A muestra
el estudio en medio completo PDB o diluido al 5%; en el primer caso se
confirman los resultados anteriores y en el segundo la actividad del péptido se
hace mas evidente, pudiéndose observar que el hongo mas resistente fue
P. brevicompactum. Este perfil de susceptibilidad al efecto de PAF26D en medio
liquido se reproduce al evaluar la actividad fungicida del péptido sobre esporas
sin germinar de las cuatro especies. Nuevamente P. digitatum resulto tener la

mayor sensibilidad al péptido y P. brevicompactum la menor (Figura 37B).

Hemos usado el blanco de calcofluor (CFW) para visualizar las células
de P. digitatum mediante microscopfa. Pero ademas es conocido su efecto
antimicrobiano, ya que interacciona con las paredes celulares, interfiriendo con
su formacién e inhibiendo el crecimiento y el desarrollo normal del hongo.
Histéricamente, el CFW ha sido un compuesto utilizado en métodos de
escrutinio de colecciones de mutantes con alteraciones en los genes
responsables de la biosintesis de quitina y por tanto con diferencias en la
estructura de sus paredes celulares (Roncero e al., 1988a; 1988b; Ram e# al,
1994; Hill ez al., 20006).
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Péptido (uM)

B

Figura 37. Crecimiento de cuatro especies de Penicillium en presencia de
PAF26D en medio liquido (A), o en medio sélido tras la exposicién de esporas de
los hongos al péptido (B). (A) Curvas dosis-respuesta de P. djgitatum PHI-26
(circulos rojos), P. italicurs PHI-1 (cuadrados verdes), P. expansum PHI-65 (rombos
negros) y P. brevicompactum PHI-8 (triangulos azules) en medio 5% PDB (simbolos
llenos) o en medio completo (simbolos vacios). (B) Placas de PDA con el
crecimiento de alicuotas de los hongos (2,5 uL. desde una suspension de 2,5 x 104
conidios/mL) tras una exposicién de 16 h a PAF26D a las concentraciones
finales indicadas.

PAF26D (uM)

Se comparé la susceptibilidad al CFW en las cuatro especies de
Penicillinm. Se realizaron ensayos en placas de medio sélido PDA a las que se
adicionaron concentraciones crecientes de CFW y sobre las que se depositaron
conidios de los hongos (Figura 38). Se obtuvo de este modo un perfil de
sensibilidad a la accién del CFW en los cuatro aislados. Los hongos sobre los
que el CFW resulto mas inhibitorio fueron P. digitatum (a 125 pg/mL no se

obtuvo ya crecimiento) y P. #alicuns (150 pg/mL), con notables diferencias con
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P. expansum (250 pg/mL) y P. brevicompactum (>300 ng/mL). Es de destacar que
este perfil comparado de susceptibilidad al CFW por los cuatro hongos fue
muy similar al encontrado para el péptido PAF26D (Figura 37).

Concentracion CFW (ug/mL)

0 100 125 150

P italicum
P. brevicompactt
P. digitatum

R, expansum

| 175 200 250 300 |

Figura 38. Crecimiento de las cuatro especies de Penicillium en presencia de
concentraciones crecientes de CFW en medio sélido de crecimiento PDA. Las
esporas se aplicaron sobre las placas en forma de gotas de 2,5 uL. desde una
suspension de 2,5 x 104 conidios/mL y diluciones setiadas 1/2 de ésta.

2.7.2. Comparativa con otros antimicrobianos y condiciones de estrés.

Seguidamente, se comparé la susceptibilidad de los hongos a otras dos
moléculas de efecto antimicrobiano: el peréxido de hidrégeno (H,O,) y el
dodecil sulfato sédico (SDS) (Figura 39). El H,0O, es producido en las plantas
durante el estrés oxidativo que se induce en determinadas condiciones de
ataque por patoégenos, y posee un papel antimicrobiano y antifingico
importante en los mecanismos de defensa naturales en plantas (Lamb y Dixon,
1997; Miguel ez al., 2000; Davies et al., 2000).

El SDS es un detergente lipofilico que interacciona con las membranas
celulares, alterando su estabilidad. Esta accion produce una respuesta de estrés
en las células fungicas que reaccionan reforzando su pared celular (de Groot ez
al., 2001; Damveld ez a/., 2005b). Es por ello que el SDS ha sido utilizado como
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agente para identificar y caracterizar mutaciones o alteraciones relacionadas
con la arquitectura y/o composicion de la pared celular de hongos (de Groot e
al., 2001).

Se ensay6 la actividad de estos dos compuestos sobre los hongos en
placas de medio sélido PDA incubadas a 24° C durante 3-4 dias. En presencia
de H,0, el hongo que mostré la mayor sensibilidad fue P. italicum, siendo el
mas resistente P. brevicompacturr 'y también, aunque en menor medida,
P. digitatum (Figura 39, superior). En presencia de SDS el resultado fue el
opuesto en lo referido a los dos hongos patdgenos de citricos. P. digitatum fue
con diferencia el mas sensible, mientras que P.alicur junto con
P. brevicompactum los mas resistentes (Figura 39, inferior). P. expansum en ambas

situaciones mostré un comportamiento intermedio dentro los cuatro hongos.

Concentracion H,0, (mM)

Concentracion SDS (ug/mL)

250 300 350 400 500

Figura 39. Crecimiento de las cuatro especies de Penicillinm (P. digitatum PHI-206,
P. italicum PHI-1, P. expansum PHI-65 y P. brevicompactum PHI-8) en presencia de
concentraciones crecientes de H2O» (panel superior) y SDS (panel inferior) en
medio sélido de crecimiento PDA. Las esporas se aplicaron sobre las placas en
forma de gotas de 2,5 pL. desde una suspension de 2,5 x 104 conidios/mL.

También analizamos el crecimiento de los hongos en condiciones de
estrés térmico, incubandolos a la temperatura restrictiva de 30° C. Los dos
hongos que mostraron una mayor termosensibilidad fueron P. brevicompactum y
P. excpansum (Figura 40). Por el contrario, en los otros dos hongos, el efecto de

la temperatura fue menor. La temperatura restrictiva en P. digitatum redujo su
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crecimiento, mientras que en P. ialicum no produjo un efecto observable. Por
otra parte, el crecimiento de los hongos en presencia del osmoestabilizador

D-sorbitol fue similar, y su adicién recuperd parcialmente la termosensibilidad.

Figura 40. Crecimiento de las cuatro especies de Penicillinm (P. digitatum
PHI-26, P. italicum PHI-1, P. excpansum PHI-05 y P. brevicompactum PHI-8)
a su temperatura normal de crecimiento 24°C y a la temperatura
restrictiva de 30° C, en medio sélido de crecimiento PDA y PDA
suplementado con D-Sorbitol 1,2 M. Las esporas se aplicaron sobre las
placas en forma de gotas de 2,5 pul. desde una suspensién de 2,5 x 104
conidios/mlL.

3.DISENO Y CARACTERIZACION DE UNA SERIE DE
HEPTAPEPTIDOS DERIVADOS DE PAF26.

Se ha utilizado el péptido PAF26D como compuesto lider en el disefio
de una serie de heptapéptidos derivados de él por adicién de distintos residuos
de aminoacidos en su extremo N-terminal. Se ha estudiado y comparado el
espectro de accion de los distintos heptapéptidos frente a diversos
microorganismos que incluyen hongos fitopatégenos de relevancia
agronomica, as{ como su actividad microbicida y toxicidad frente a células
humanas. Se ha puesto especial énfasis en evaluar la especificidad de los
péptidos frente al hongo P. digitatum. El objetivo de esta aproximacién es
obtener - si ello fuera posible - nuevos péptidos antimicrobianos derivados de

PAF26D, mejorados en potencia y especificidad. Ademas, los resultados de
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este estudio permitiran analizar la variacion de las caracteristicas
antimicrobianas de los distintos péptidos resultantes en funcién del residuo
adicionado, y por tanto profundizar en el papel que desempefian los distintos

aminodcidos en las propiedades de estos pequenios péptidos catiénicos.

3.1. Seleccion de residuos de aminoacidos.

En estudios previos de nuestro grupo, se analiz6 la influencia de cada
residuo del péptido PAF26D en sus caracteristicas antimicrobianas utilizando
una serie completa de seis analogos de substitucion de cada uno de sus
aminoacidos por alanina (Lopez-Garcia, 2002) (ver también en Discusion).
Estos estudios mostraron que todos los residuos de PAF26D contribuyen en
mayor o menor grado a sus propiedades frente a P. digitatum. Sin embargo, se
encontraron diferencias significativas. Como ya hemos visto, PAF26D posee
caracteristicas anfipaticas debidas a la presencia de tres residuos catiénicos en
su extremo N-terminal, seguidos de tres aromaticos e hidrofébicos en C-
terminal (Figura 6). Los resultados obtenidos habian mostrado que las
substituciones que mas afectaron a las propiedades del péptido fueron las que

se realizaron en su parte cationica N-terminal (ver mas adelante Figura 50).

Debido a esto, la estrategia de mejora del péptido por adiciéon de
residuos de aminoacidos se realizé sobre el extremo N-terminal de PAF26D.
Se eligieron para la adicion los diez aminoacidos mas representativos de entre
los veinte aminoacidos naturales con mayor presencia en las secuencias de
péptidos depositadas en las bases de datos de AMP (Tossi ez al., 1997; 2000,
Wang y Wang, 2004; Brahmachary e a/., 2004; Loose ¢t al., 20006; Seebah et al.,
2007). Estos fueron los aminoacidos cargados positivamente Arg, Lys e His,
los residuos aromaticos Trp, Phe y Tyr, los alifaticos Leu y Ala, y por ultimo
los residuos hidrofilicos Thr y Gln. Se obtuvo una serie de diez heptapéptidos
denominados desde PAF38D a PAF47D, con carga neta positiva a pH neutro
de entre +3 y +4, y con ligeras variaciones en su caracter hidropatico (Tabla 12

y ver también Tabla 7).

Ademas del péptido PAF26D vy los diez heptapéptidos derivados del
mismo, se incluyé en el estudio el péptido PAF34D como un control de
péptido con menor especificidad que PAF26D (Lépez-Garcia ef al., 2002).
PAF34D difiere de PAF26D en tan solo dos residuos (Tabla 12) y sin embargo
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posee propiedades antimicrobianas reversas y es claramente mads inespecifico.
PAF34D tiene una menor actividad antifungica frente a P. digitatum que
PAF26D, pero en cambio es mas activo que éste frente a la levadura §. cerevisiae

y la bacteria E. ool

Tabla 12. Secuencias de los péptidos ensayados.

Péptido Secuencia?
PAF26D Ac-rkkwfw-NH,
PAF34D Ac-rkwlfw-NH,
PAF38D Ac-rrkkwfw-NH,
PAF39D Ac-krkkwfw—-NH,
PAF40D Ac-hrkkwfw-NH,
PAF41D Ac-frkkwfw-NH,
PAF42D Ac-wrkkwfw—-NH,
PAF43D Ac-yrkkwfw-NH,
PAF44D Ac-1lrkkwfw-NH,
PAF45D Ac-trkkwfw-NH,
PAF46D Ac-grkkwfw-NH,
PAF47D Ac-arkkwfw-NH,

2 El cédigo de colores que se utiliza en los distintos residuos es el
descrito en la Tabla 2.

3.2. Inhibicion del crecimiento de microorganismos.

La evaluacion del espectro y potencia antimicrobiana de los péptidos se
llevo a cabo frente al mismo panel de microorganismos ya utilizados en el
primer apartado (Tabla 6), entre los que se encuentran hongos filamentosos de
importancia agronémica asi como cepas modelo de hongo, levadura y
bacterias. En la Figura 41 se representan a modo de ejemplo las curvas dosis-
respuesta de los péptidos frente a dos hongos de relevancia en fitopatologia:
P. digitatum (Figura 41A) y B. cnerea (Figura 41B). En la Tabla 13 se presentan
los wvalores 1C;, y MIC para cada combinacién ensayada péptido-

microorganismo.
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Figura 41. Curvas dosis-respuesta de los péptidos PAF26D, PAF34D vy la serie de
heptapéptidos derivados de PAF26D frente a los hongos fitopatdgenos P. digitatum
PHI-26 (A) y B. cinerea #8 (B). Para hacer mas claras las figuras se representan sélo
los valores medios de DO492 nm.

Dentro de los microorganismos el mas sensible a la acciéon de los
heptapéptidos fue P. digitatum. Por otro lado, los microorganismos menos
sensibles fueron el hongo M. grisea, la levadura S. cerevisiae y la bacteria E. coli.
Curiosamente, el microorganismo que tuvo una susceptibilidad mas similar a

los hongos filamentosos fue la bacteria Gram positiva B. subtilis.
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Se obtuvieron distintos perfiles de actividad dentro de la serie de
heptapéptidos. De forma general, se puede decit que los valores IC, y/o MIC
de PAF26D disminuyeron en los heptapéptidos formados tras la adicion de los
aminoacidos con carga positiva Arg (PAF38D), Lys (PAF39D) o His
(PAF40D), y en menor medida de los aminoacidos aromaticos Phe (PAF41D)
o Trp (PAF42D). Por el contrario, los aminoacidos cuya adiciéon aument6 los
valores 1C,, y MIC y por tanto disminuy6 la actividad de PAF26D, fueron los
residuos de Ala (PAF47D), Gln (PAF46D), Thr (PAF45D) y Tyr (PAF43D).
Ademas de estos ultimos, el péptido PAF34D fue el que menor actividad
mostro frente a la mayoria de los hongos filamentosos y, de forma significativa,
s6lo sobre M. grisea tuvo una ligera mayor actividad que PAF26D. Es de
destacar también cémo la adicion especifica de los residuos de Phe (PAF41D)
y Trp (PAF42D) mejoraron notablemente los valores inhibitorios de PAF26D
(MIC de > 32 uM) sobre M. grisea, el hongo filamentoso de menor sensibilidad
a los péptidos, pasando a tener éstos un valor MIC de 16 uM (Tabla 13).

Ademas de los parametros clasicos IC;, y MIC, y para conseguir una
mejor visualizacioén de la variacién en la actividad de los heptapéptidos frente a
cada uno de los microorganismos en funcién del residuo adicionado, se
represent6 graficamente un parametro calculado de actividad relativa. Este
parametro se define como la actividad relativa de cada heptapéptido en relacion
a la actividad de PAF26D frente a un microorganismo determinado y a una
concentracion definida (la cual es distinta para cada microorganismo y fue la
que mas se aproximaba a la concentracion IC;, de PAF26D frente a ese
microorganismo de entre todas las determinadas experimentalmente). Esta

actividad relativa del heptapéptido se calculé mediante la Ecuacion 3.

Actividad relativa de PAF, = Log,

Inhibicion PAF, (%)
Inhibicion PAF26D (%)

Ecuacién 3. Actividad relativa de un péptido PAF; respecto a la de PAF26D.
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Una actividad relativa igual a cero indica que el heptapéptido posee una
capacidad inhibitoria igual a la de PAF26D. Valores positivos indican que el
heptapéptido es mas inhibitorio que PAF26D, correspondiéndose un valor de
1 al doble de actividad inhibitoria del péptido; mientras que valores negativos
indicarfan la perdida de actividad inhibitoria del péptido en relacion a PAF26D
sobre el microorganismo testado, siendo un valor de -1 la pérdida a la mitad de
actividad en el péptido. A partir de la representacion grafica de las actividades
relativas se puede analizar mas facilmente de qué manera influye la adicién de
los distintos residuos en la actividad y espectro de accién de los heptapéptidos

(ver Figura 42 en pagina siguiente).

La variacién en la actividad relativa del péptido PAF34D con respecto
a PAF26D es muy ilustrativa de las diferencias existentes entre estos dos
péptidos, demostradas ya en trabajos anteriores (Lopez-Garcia ef al., 2002), y de
las conclusiones que se pueden obtener mediante esta representacion grafica.
PAF34D es menos activo frente a casi todos los hongos filamentosos (valores
negativos), y sin embargo inhibe mas eficientemente el crecimiento de la

levadura y las bacterias (valores positivos) (Figura 42).

En la representacion del valor de actividad relativa para cada
heptapéptido confirmamos cémo los residuos con carga positiva, en los
péptidos PAF38D (Arg), PAF39D (Lys) y PAF40D (His), incrementaron de
forma importante (hasta en mas dos veces en algunos casos) la actividad
inhibitoria frente a la mayorfa de los hongos filamentosos. También con la
adiciéon de determinados residuos aromaticos en PAF41D (Phe) y PAF42D
(Trp), y del residuo alifitico en PAF44D (Leu), se aumenté la potencia
antifingica, salvo con alguna excepcién puntual. Por otro lado, en el caso de
los péptidos PAF43D (Tyr), PAF45D (Thr), PAF46D (Gln) y PAF47D (Ala)
disminuy6 la actividad de forma general, aunque con algunas excepciones
significativas. Es el caso de PAF43D frente a M. grisea, que es el tnico hongo
filamentoso para el cual PAF43D serfa mas activo que PAF26D segun este
analisis. (Figura 42A).
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Al considerar los microorganismos no diana, se observa que en muchos
de los casos el incremento de actividad antifingica se ve acompafiado de una
mayor actividad frente a la levadura y las bacterias (Figura 42B). Sin embargo
se dieron también distintos perfiles de actividad segun el microorganismo y el
residuo adicionado. PAF38D (Arg), PAF39D (Lys), PAF41D (Phe) y PAF44D
(Leu) aumentaron de forma notable frente a los tres microorganismos por
igual. Por otro lado PAF45D (Thr) y PAF47D (Ala) apenas variaron en su
actividad respecto a PAF26D. Un resultado mas especifico o diferente
dependiendo del microorganismo se produjo en el caso de los otros cuatro
péptidos. PAF46D (Gln) disminuy6 en gran medida su actividad inhibitoria
frente a la levadura S. cerevisiae, al igual que ocurria en los hongos filamentosos,
manteniéndose similar en las bacterias. En PAF40D (His) se incremento la
actividad al doble frente a la levadura sin ser tan notable el aumento en el caso
de las bacterias. Finalmente, en PAF42D (Trp) y PAF43D (Tyr) ocurrié el

efecto inverso aumentando la actividad sélo frente a las bacterias.

3.3. Propiedades microbicidas sobre distintos microorganismos.

Los resultados que hemos observado en el estudio con los péptidos
derivados de la LfcinB o en la caracterizacion de los modos de accién de
PAF26 y melitina, reflejan como la actividad inhibitoria del crecimiento del
hongo y la actividad fungicida sobre esporas no estin necesariamente
relacionadas. La existencia de los distintos perfiles de actividad fungiestatica y
bacterioestatica encontrados en los heptapéptidos motivo la caracterizacion de

la actividad fungicida y bactericida de esta nueva serie de péptidos. Se evalu6 la

Figura 42. Actividad relativa de PAF34D y de los heptapéptidos respecto a la de
PAF26D frente a distintos microorganismos evaluados. En (A) se encuentran
representados los hongos filamentosos y en (B) la levadura y las bacterias. Las
concentraciones de péptido a las cuales se realizaron los calculos son distintas, siendo
las experimentales mds proximas al ICso calculado de PAF26D para cada
microorganismo. En concreto fueron las concentraciones de 2 uM para P. digitatum
(Pd), P. italicum (Pi) y B. subtilis (Bs), 4 uM para P. expansum (Pe), Alternaria sp. (A),
B. cinerea (Bc) y F. oxysporum (Fo), y 16 uM para M. grisea (Mg), S. cerevisiae (Sc) y E. coli
(Ec).
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viabilidad de conidios de P. digitatum y células de S. cerevisiae y E. coli tras el
tratamiento con los péptidos mediante su siembra en placas de medio sélido

apropiado en ausencia de péptido (Figura 43).

De nuevo se incluyé en los ensayos el péptido PAF34D como control
interno, confirmandose los perfiles reversos de actividad fungicida y bactericida
entre PAF20D y PAF34D (Figura 43A). En estos ensayos se confirmé que
PAF26D es mas fungicida sobre P. digitatum que PAF34D, el cual es mas

microbicida sobre S. cerevisiae y E. col.

Los datos de actividad microbicida de los heptapéptidos confirmaron y
extendieron las diferencias en su distinto perfil de actividad vistas en los
experimentos anteriores. Los derivados catiénicos PAF38D (Arg) y PAF39D
(Lys) mostraron el mayor aumento de actividad fungicida sobre conidios del
hongo, pero también mataron mas eficientemente células de la levadura y la

bacteria, perdiendo por tanto especificidad (Figura 43B).

También resultaron ligeramente mas activos que PAF26D los péptidos
PAF40D (His), PAF41D (Phe), PAF42D (Trp) y PAF44D (Leu) frente a
conidios, aunque de nuevo fueron mas microbicidas frente a la levadura y la
bacteria. En el caso de PAF38D, PAF39D, PAF41D y PAF42D el incremento
de actividad bactericida fue muy superior y destacado con respecto a las otras
dos actividades microbicidas ensayadas. Las dos notables excepciones al
respecto son PAF40D y en menor medida PAF44D. PAF40D mostré en estos
experimentos hasta cuatro veces menos actividad microbicida frente a la
bacteria E. co/i que los otros heptapéptidos (Figura 43B), corroborando lo

observado en los ensayos anteriores de crecimiento (Figura 42B).

Al igual que PAF40D, PAF43D (Tyr) mostré un comportamiento
interesante. Perdi6 actividad fungicida frente al hongo y la levadura mientras
que aument6 su capacidad bactericida. Por otro lado, es de destacar la pérdida
de actividad fungicida en los péptidos PAF45D (Thr), PAF46D (Gln) y
PAF47D (Ala), tanto frente al hongo P. digitatum como a la levadura S. cerevisiae
(Figura 43B).
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Figura 43. Actividad microbicida de los péptidos PAF26D, PAF34D y la serie de
heptapéptidos derivados de PAF26D frente a P. digitatum PHI-206, S. cerevisiae FY1679 y
E. coli DH50. Se incubaron muestras de conidios (P. digitatum) o UFC (S. cerevisiae y
E. coli) con los péptidos a las concentraciones indicadas arriba durante 1 dfa en medio
5% PDB, 10% YPD y 10% LB, respectivamente. Posteriormente se extendieron (en el
caso de conidios) o aplicaron en forma de gotas (en la levadura y bacteria) sobre placas
de medio sélido de crecimiento. Se muestran las fotografias representativas de los
hexapéptidos previamente caracterizados PAF26D y PAF34D (A) y de los nuevos

heptapéptidos (B).
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3.4. Actividad hemolitica sobre globulos rojos.

Como hemos hecho anteriormente (Tabla 11), la evaluaciéon de la
citotoxicidad frente a células humanas se llevo a cabo mediante ensayos de
actividad hemolitica. Ninguno de los heptapéptidos derivados de PAF26D,
excepto uno, mostraron actividad hemolitica por encima del limite de
deteccion de la téenica (0,3%) a la mayor concentracion ensayada (100 pM).
Solamente el péptido PAF42D (Ttp) produjo un 0,6% de hemolisis a 100 uM.
Por tanto, podemos concluir que todos los péptidos PAFs utilizados en esta
tesis fueron al menos 1000 veces menos citoliticos frente a globulos rojos

humanos que el péptido citotéxico melitina.

4. ESTUDIO COMPARATIVO DEL EFECTO DE DISTINTOS
PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS SOBRE LAS PODREDUMBRES
POSTCOSECHA DE CITRICOS CAUSADAS POR P. digitatum.

En el transcurso de este trabajo hemos identificado y caracterizado una
serie de péptidos con propiedades antifungicas sobre el crecimiento 7z vitro de
diferentes hongos fitopatégenos, entre los cuales se encuentran importantes
patégenos de frutos durante su conservacion postcosecha. Con el fin de
determinar si la actividad antifingica iz vitro se corresponde con una inhibicién
de la infeccion fungica causada 7z vive, se llevaron a cabo experimentos de

inoculacién controlada de P. digitatum y los péptidos sobre frutos citricos.

Estos estudios adquieren especial relevancia, puesto que ya hemos
comprobado que péptidos con similar actividad zz wifro pueden presentar
diferencias en el control de la infecciéon causada por el hongo sobre frutos
(Figura 22). Los resultados obtenidos se evaluaran y consideraran de forma
global conjuntamente con los obtenidos en los bioensayos realizados con los
péptidos derivados de LfcinB. Se utilizaron en este estudio varios péptidos
distintos, algunos de los cuales ya han sido ensayados y caracterizados i vitro
en el presente trabajo, mientras que otros los incluimos a modo comparativo
bien por ser AMP presentes en la naturaleza, por su secuencia relacionada a los
PAF, o por su disefio de novo e identificacion a través de metodologias similares

a las nuestras, tal y como se detalla a continuacion.
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4.1. Péptidos antimicrobianos seleccionados.

El objetivo de este estudio es la evaluacion comparada de péptidos
antimicrobianos procedentes de origenes diferentes, como alternativa para el
control de la podredumbre verde en frutos citricos. Todos los péptidos
ensayados en esta parte del trabajo fueron sintetizados con L-aminoacidos, de
forma similar a los ensayos realizados con los péptidos derivados de la LfcinB,
y con el objetivo de poder realizar una comparacion adecuada entre los
péptidos procedentes de la naturaleza y aquellos disefiados de forma dirigida o
por estrategias combinatoriales (como los péptidos PAF) y que normalmente

son inicialmente sintetizados y caracterizados como D-estereoisémeros.

Se seleccionaron tres péptidos PAFs como potenciales buenos
candidatos para su aplicacion postcosecha. El péptido PAF26L, ya bien
caracterizado y que nos servira como control interno en estos ensayos.
Ademas, se escogieron los nuevos heptapéptidos PAF38L y PAF40L, ya
estudiados zz vitro en su version sintetizada con los D-estereoisomeros en el
apartado anterior, y que se eligieron por sus caracteristicas de potencia
antifingica y especificidad frente al hongo P. digitatum. En este sentido, y como
experimento preliminar, se compararon las curvas dosis-respuesta frente a
P. digitatum  de los tres péptidos cuando estan sintetizados con los
estereoisomeros D- o L- (Figura 44), confirmando que la actividad de ambas
versiones no difiere de forma significativa. El tnico péptido que tuvo una
ligera perdida de actividad fue PAF20L, aunque hay que mencionar que el
mostrado en la Figura 44 fue, de entre los experimentos realizados, el que

mostro esta pérdida de forma mas acusada.

Hemos seleccionado también el octapéptido BMO, identificado desde
una biblioteca combinatorial de octapéptidos como inhibitorio del crecimiento
de levaduras y de una ATPasa de membrana de levadura (Monk e 4/, 2005).
BMO tiene alta homologia de secuencia de aminoacidos con los péptidos PAFs
(Tabla 14) y pertenece también a la clase de péptidos catibnicos ricos en
triptéfano (Chan ez al., 2006). BMO fue identificado como un D-octapéptido
con el extremo N-terminal libre y el C-terminal amidado. En este trabajo, BMO
sera sintetizado con L-amino acidos poseyendo las mismas modificaciones
terminales que los péptidos PAFs (acetilacién y amidacion en los extremos N y

C-terminal, respectivamente).
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O DO (492 nm) % DO (492 nm) >
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(Tabla 14), los cuales son derivados del péptido hibrido cepropina-melitina
Pep3 (ver en Introduccion, pagina 42) con modificaciones puntuales de su

secuencia. BP15 y BP76 han sido identificados en un escrutinio frente a las

0,1 1 10 100
Péptido (uM)

Otros péptidos seleccionados disefiados de novo son BP15 y BP76

Figura 44. Curvas  dosis-
respuesta frente a P. digitatum de
los péptidos PAF26 (A), PAF38
(B) y PAF40 (C) comparando en
cada uno el D-estereoisémero
(simbolos granates) con el L-
(simbolos rojos). Los datos se
muestran como valores medios
de DO4o2nm £ SD para cada
combinacion, tomados a las 48
h de crecimiento del
microorganismo.

bacterias fitopatogenas Erwinia amylovora, Psendomonas syringae,

Xanthomonas vesicatoria (Ferre et al., 2000). Estos péptidos muestran mayor

actividad bactericida que su parental, con menor actividad hemolitica y mayor

resistencia a la degradacioén por proteasas.
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Tabla 14. Secuencias de los péptidos ensayados en este apartado.

Péptido Secuencia?

PAF26L Ac-RKKWEW-NH,

PAF38L Ac-RRKKWEFW-NH,

PAF40L Ac-HRKKWEW-NH,

Melitina GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ
Indolicidina Ac-ILPWKWPWWPWRR-NH,
BMO Ac-RFWWFRRR-NH,

BP15 KKLFKKILKVL-NH,

BP76 KKLFKKILKEFL-NH,

* El codigo de colores que se utiliza en los distintos residuos es el descrito en la Tabla 2.

Por ultimo, fueron incluidos en el estudio dos AMP presentes en la
naturaleza. Uno es el péptido melitina (Terwillinger y Eisenberg, 1982;
Blondelle y Houghten, 1991), que como ya hemos visto presenta actividad 7
vitro frente a P. digitatum comparable a la de PAF206, aunque carece de capacidad
fungicida frente a conidios (Figura 30).

Por otro lado se escogi6 el péptido indolicidina, perteneciente a la
familia de las catelicidinas, y que es también un péptido catibnico con amplio
espectro de actividad antimicrobiana (Falla ez a/., 1996; Chan et al., 2006). La
indolicidina es ademas un péptido muy rico en triptéfanos al poseer hasta
cinco residuos en su estructura primaria, siendo el péptido natural con mayor
proporcion de este amino acido encontrado hasta la fecha, y el de mayor

contenido de todos los péptidos ensayados en este trabajo.

Los péptidos usados en este estudio (Tabla 14 y ver también Tabla 7)
poseen carga neta positiva a pH neutro y son por tanto considerados como
AMP catiénicos. Cinco de los péptidos poseen un valor calculado del indice
GRAVY negativo, lo cual indica que son moléculas hidrofilicas, a diferencia de
BP15, BP76 y melitina que son péptidos mas hidrofébicos. Con la excepcion

de melitina que tiene 26 residuos de aminoacidos, el resto son péptidos de
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pequeno tamafo, de entre 6 y 13 residuos. La actividad de los péptidos
PAF38L, PAF40L (en sus versiones formadas por L-aminoacidos), BMO,
BP15, BP76 e Indolicidina no habia sido todavia evaluada frente al hongo
fitopatogeno P. digitatum.

4.2. Inhibicion del crecimiento in vitro de microorganismos.

Se determiné en paralelo las propiedades de inhibicion del crecimiento
in vitro de los ocho péptidos seleccionados frente al hongo P. digitatum, la
levadura . cerevisiae y la bacteria Gram negativa E. /. Como hemos
mencionado en otros apartados, los ensayos frente a la levadura y la bacteria se
llevaron a cabo con el objetivo de evaluar la especificidad de los péptidos. La
Figura 45 muestra como ejemplo las curvas dosis-respuesta sobre P. digitatum y
E. coli ilustrando la potencia antimicrobiana relativa de los péptidos. Los
valores inhibitorios MIC aparecen recogidos en la Tabla 15 para cada

combinacién péptido-microorganismo.

Tabla 15. Valores inhibitorios de los péptidos frente a los
microorganismos ensayados.

MIC (uM)
Péptido P. digitatum PHI-26  S. cerevisiae FY1679  E. coli DH5u
PAF20L 4 32 32
PAF38L 4 16 8
PAF40L 4 16 16
Melitina 2 16 8
Indolicidina 16 n.d.? 16
BMO 4 32
BP15 4 16
BP76 4 16

an.d., no determinado.
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Figura 45. Curvas dosis- o
respuesta  frente a  los o
microotrganismos  P. digitatum

PHI-26 (A) y E. co/i DH5a (B) B
de los péptidos ensayados
PAF26L. (®), PAF38L (m),
PAF40L (A), melitina (A),
indolicidina (m), BMO (),
BP15 (A) y BP76 (V). Los
datos muestras los valores
medios de DOy4o2nm para cada
concentracién  de  péptido
después de 48 h de incubacién
para P. digitatum (A) o 24h 01 1 10 100

para E. coli (B). Péptido (uM)

DO (492 nm)

El péptido melitina fue el mas activo frente a P. digitatum en estos
experimentos, aunque de forma general la mayorfa de los péptidos excepto
indolicidina fueron también muy inhibitorios del crecimiento del hongo con
valores MIC de 4 uM (Tabla 15 y Figura 45A). Se observé menor actividad
antimicrobiana y con pocas diferencias entre los péptidos frente a la levadura
modelo de laboratorio S. cerevisiae (Tabla 15). Sin embargo, las diferencias mas
significativas se obtuvieron en los ensayos antibacterianos, siendo BP15 vy
BP76 los péptidos mas inhibitorios del crecimiento de E. ¢o/i (con valores MIC
de 4 uM) (Tabla 15 y Figura 45B). Este es el resultado esperable al ser dos
péptidos identificados frente a bacterias fitopatogenas (Ferre e al., 2006). Por
lo tanto en lo que se refiere a especificidad de los distintos péptidos frente a los
microorganismos, se puede concluir que BP15, BP76 e indolicidina tienen un
amplio espectro de accién al poseer valores MIC similares frente al hongo y la
bacteria, mientras que otros como PAF26L o PAF40L son claramente mas

activos frente a P. digitatum que frente a . cerevisiae o E. coll.

159



Resultados

4.3. Bioensayos de control frente a la infeccion de frutos causada por
P. digitatum.

Se llevaron a cabo bioensayos con los distintos péptidos analizados i
vitro en este apartado con el objeto de estudiar su capacidad potencial de
control de las podredumbres postcosecha de citricos ocasionadas por

P. digitatum.

Como se ha demostrado anteriormente, en los estudios previos de
nuestro grupo (Lopez-Garcia e al., 2002; 2003) y en los realizados en este
trabajo con los péptidos derivados de LfcinB, siguiendo procedimientos de
inoculacién controlada en condiciones similares a las de postcosecha se puede
demostrar la capacidad de los AMP para inhibir del desarrollo de las

infecciones fungicas en los frutos.

Hay que tener muy presente la importante variabilidad experimental
que puede llegar a presentar este tipo de ensayos al influir en ellos un gran
numero de factores. Ademas del indculo inicial del hongo, en el desarrollo de
la infeccién afectaran la propia variedad de fruto, la campafia anual, las
condiciones medioambientales de cultivo o la misma manipulacion
postcosecha. Con el objetivo de considerar estos factores y poder asi obtener
conclusiones mas fiables, se han realizados los bioensayos utilizando distintas
variedades frutales, recogidas en distintas campafias y provenientes desde

diferentes explotaciones comerciales.

4.3.1. Ensayos de inoculacion controlada sobre frutos.

Nuestro grupo ha demostrado que los péptidos PAF19D y PAF26D
son capaces de inhibir el desarrollo de la podredumbre de P. digitatum en
bioensayos en los cuales los conidios fueron co-inoculados con los péptidos a
altas concentraciones, entre 50 y 100 uM (Lopez-Garcia ez al., 2002; 2003). De
forma similar, dentro de este trabajo, ya hemos demostrado que PAF26L y los
dos péptidos derivados de la LfcinB a 100 pM producen retrasos en la
aparicion de la podredumbre, aunque con diferencias significativas entre
péptidos (Figura 22). En este estudio se han usado concentraciones mas bajas
con el objetivo de discriminar qué AMP son los mas activos y con mayor

capacidad de control.
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Los péptidos ensayados se mezclaron a la concentracion final de 32 uM
con conidios, e¢ inmediatamente se inocularon. Unicamente se logr6 un
pequefio retardo en la progresion de la infeccién por parte de determinados
péptidos (Figura 46A, panel superior; y Tabla 16, condicién 1). Por ejemplo,
PAF38L y PAF40L mostraron un modesto retraso en la apariciéon de sintomas,
que fue significativo a algunos tiempos de muestreo y en algunos
experimentos. Solamente BMO produjo una reduccién estadisticamente
significativa en la infeccién con respecto al control en ausencia de péptido
hasta el final del experimento (7 dpi) (Figura 46A, panel superior).

En los distintos experimentos realizados con PAF26L habiamos
observado que se mejora el control del desarrollo de las podredumbres al
extender el tiempo de incubaciéon de los conidios del hongo con el péptido

antes del momento de la inoculacién sobre el fruto (datos no mostrados).

Se realizaron experimentos paralelos en los cuales se incubaron
conidios del hongo junto con los péptidos en agua estéril durante al menos
16 h antes de la inoculacién (Figura 46A, panel inferior; y Tabla 16, condicién
2). En la Tabla 16 se presenta en forma numérica los resultados y la
comparativa entre ambas condiciones (i.e., tiempos de incubacién de los
conidios con los péptidos), evaluada para cada péptido y dpi (test estadistico #
student). Los resultados obtenidos indican que el control de la infeccién por
los péptidos PAF26L, PAF38L, PAF40L, BMO e indolicidina, se incrementaba
de forma significativa con el aumento del tiempo de incubacién de los conidios
con los péptidos, y era ademas reproducible durante todos los dpi hasta el final

del experimento.

Los analisis de separacion de medias de los datos obtenidos con todos
los péptidos en la incubacién por un periodo de 16 h (Figura 46A, panel
inferior), revelaron una reduccioén significativa en el control de la podredumbre
por parte de los péptidos PAF38L, PAF40L y BMO. Sin embargo, en otros
péptidos como melitina no hubo diferencias estadisticamente significativas
entre ambos tiempos de incubacion. Solamente al inicio del experimento hubo
un efecto destacable, hasta los 4 dpi. A partir de éste ambas condiciones no
difirieron en ninguno de los dias post-inoculacién (Tabla 106), e incluso no se
observé ninguna reduccion de las podredumbres al final del experimento (7
dpi, Figura 46A).
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Figura 46. Efecto de los péptidos sobre la infecciéon y viabilidad de conidios de
P. digitatum PHI-26. (A) Efecto sobre la infeccién de frutos citricos. Los frutos
(C. sinensis L. Osbeck cv. Navelina) se inocularon con conidios de P. digitatum solos
(control), o en presencia de los péptidos a la concentracién de 32 uM. Los conidios se
mezclaron con los péptidos en agua estéril y, o bien fueron inmediatamente inoculados
(panel superior), o bien se incubaron durante 16 h a temperatura ambiente y
posteriormente se inocularon (panel inferior). Los resultados se muestran como las
medias del porcentaje de heridas infectadas £ SD para cada tratamiento a los 3 (barras
blancas), 5 (amarillas) y 7 (naranjas) dpi. Las barras dentro del mismo dpi marcadas
con la misma letra no difieren estadisticamente al 95% de confianza. (B) Efecto de los
péptidos en la viabilidad de los conidios. Alicuotas del experimento representado en
(A) se extendieron sobre placas de PDA libre de péptido justo antes del momento de
su inoculacién. Las muestras de las columnas izquierda y derecha se corresponden con
los paneles en (A) superior e inferior, respectivamente.
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En los péptidos BP15 y BP76 el aumento del tiempo de incubacion
indujo también un retraso en la apariciéon de los sintomas que en estos péptidos
fue significativo hasta el 5 dpi inclusive. A partir de este dia y hasta el final del

experimento este retraso ya no fue significativo (Tabla 16).

4.3.2. Actividad fungicida de los péptidos.

En el transcurso del presente trabajo se han caracterizado péptidos
capaces de inhibir el crecimiento zz vitro de P. digitatum, pero que no poseen
propiedades fungicidas (Figura 18, Figura 19 y Figura 30). Un ejemplo claro lo
constituye el péptido melitina cuya actividad inhibitoria es similar a la de
PAF26L (Tabla 10 y Tabla 15) y sin embargo difiere enormemente en su
capacidad fungicida sobre conidios (Figura 30). Se exploré a continuacion si las
diferentes propiedades fungicidas de los péptidos podrian explicar las
diferencias encontradas en los ensayos de inoculacién sobre frutos. Una
estimacién de la actividad fungicida se realizé extendiendo sobre placas de
medio sélido alicuotas de las mismas muestras de inéculo aplicadas sobre los
frutos, sometidas a las distintas condiciones mostradas en la Figura 40A vy
Tabla 16. La viabilidad de los conidios se redujo notablemente tras la
exposicion durante 16 h a los péptidos PAF26L, PAF38L, PAF40L y BMO
(Figura 46B). Indolicidina, BP15 y BP76 mostraron una actividad intermedia,

mientras que melitina no tuvo un efecto observable en estas condiciones.

Se cuantifico la actividad fungicida de los péptidos a través de ensayos
dosis-respuesta con distintas concentraciones de péptido y posterior
determinacién del nimero de conidios viables como UFC/mL (Figura 47). Se
observé la existencia de diferentes actividades fungicidas en los péptidos sobre
los conidios del hongo. PAF38L, PAF40L y BMO disminuyeron la viabilidad de
las esporas en dos 6rdenes de magnitud incluso a la concentracién de 4 uM.
Indolicidina mostr6 peor actividad fungicida que los anteriores. Melitina, como
ya habfamos determinado, apenas redujo el numero de conidios viables incluso
a la mayor concentracién ensayada. Curiosamente, no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre las distintas concentraciones ensayadas

para un péptido determinado.
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Figura 47. Efecto dosis-respuesta de péptidos sobre la viabilidad de los
conidios de P. digitatum PHI-26. Se incubaron los conidios en agua estéril
durante 16 h a temperatura ambiente solos o en presencia de los péptidos
seflalados a las concentraciones de 4, 16 y 64 pM. Los datos se representan
como barras del logaritmo del valor medio de la recuperacién de UFC/mlL £
SD para cada tratamiento. Las barras etiquetadas bajo la misma letra no
difieren estadisticamente al 95% de confianza.

Control

4.3.3. Efecto de la concentracion de péptido en los bioensayos sobre
frutos.

Con el objetivo de definir mejor qué péptidos son los que poseen un
mayor potencial para su aplicacion postcosecha, se ensayaron concentraciones
diferentes de los péptidos, en distintas variedades de frutos citricos y en
experimentos de inoculaciéon independientes, siempre bajo condiciones
extendidas de incubacién del inéculo con los péptidos (esto es, 16 h de
contacto). Estos ensayos se realizaron con el objetivo de obtener resultados
comparativos mas amplios debido a la variabilidad experimental a la que estan

sujetos este tipo de estudios 7z vivo.
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Figura 48. Efecto dosis-respuesta de distintos péptidos sobre la infeccién de
P. digitatumr  PHI-26. Se inocularon frutos citricos de naranja con conidios de
P. digitatum solos o incubados con los péptidos durante 16 h a las concentraciones de
4,16 y 64 uMen (A) y 1,2y 4 uM en (B). Los frutos pertenecieron a las variedades de
C. sinensis L. Osbeck cv. Navelate (A) y cv. Lanelate (B). Los resultados muestran la
media del porcentaje de heridas infectadas £ SD para cada tratamiento a los 3 (barras
blancas), 5 (amarillas) y 7 (naranjas) dpi. Para simplificar, sélo se muestra el resultado
de la separacién estadistica de medias al 95% de confianza en las barras
correspondientes a los 7 dpi.

Control
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La Figura 48 muestra los resultados de dos experimentos
independientes  representativos de estos estudios, efectuados con
concentraciones de los péptidos desde 1 uM hasta 64 uM y en dos variedades
diferentes de frutos citricos de naranja, de las variedades Navelate (Figura 48A)
y Lanelate (Figura 48B), distintas también a la que se ha utilizado anteriormente

en los ensayos mostrados en la Figura 46A (Navelina).

Los péptidos PAF38L, PAF40L y BMO mostraron los mejores niveles
de control y, como ocurria en los experimentos de actividad fungicida, los
analisis de separacién de medias entre las distintas concentraciones testadas no
difirieron de forma significativa en estos péptidos a partir de la concentracion
de 4 uM (Figura 48A y Figura 49). Por otra parte el péptido melitina, el cual no
dio de forma consistente actividad de protecciéon en los distintos ensayos

realizados, solamente mostré una ligera mejora en su control del desarrollo de

Control

PAF38L

PAF40L

BMO

Indolicidina

Melitina

Figura 49. Fotografias de una de las réplicas de 5 frutos utilizadas en el
experimento mostrado en la Figura 48A. Los frutos citricos (C. sinensis L. Osbeck
cv. Navelate) corresponden a la concentracién de 16 uM ensayada con los
distintos péptidos.
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los sintomas del hongo al aumentar la concentracién a partir de 16 uM y sélo
en algunos ensayos (Figura 48A, Figura 49, y datos no mostrados). Este
resultado sin embargo, no se correlaciona con los recuentos de conidios viables
obtenidos tras su exposicion al péptido a tales concentraciones (Figura 47),
donde la actividad fungicida del péptido no presenté ninguna mejora al

ensayarlo a concentraciones por encima de 16 pM.

De forma consistente, los resultados han mostrado que los péptidos
PAF38L, PAF40L y BMO son capaces de controlar el desarrollo de las
infecciones del hongo a concentraciones muy bajas, llegando incluso a 2 pM
(Figura 48B y datos no mostrados). Otros péptidos como melitina o

indolicidina no mostraron proteccion alguna a estas bajas concentraciones.
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1. IDENTIFICACION Y DISENO RACIONAL DE PEPTIDOS
ANTIMICROBIANOS FRENTE A HONGOS FITOPATOGENOS.

Los problemas derivados del uso de fungicidas en agroalimentacion
exigen la busqueda de nuevos compuestos activos que los sustituyan de una
manera eficaz y segura, tanto para el medio ambiente como para los
consumidores. Una fuente muy relevante de estos compuestos deriva del
estudio de péptidos y proteinas antimicrobianas. La utilizaciéon de AMP como
potenciales agentes de control de enfermedades vegetales ya ha sido propuesta
por distintos autores (Jaynes ¢ al., 1987; Casteels ¢ al., 1989; Rao, 1995; van der
Biezen, 2001; Montesinos, 2007), siguiendo aproximaciones mas desarrolladas
en el campo de la biomedicina y la clinica (De Lucca y Walsh, 1999; Hancock,
2001; Zasloff, 2002; Hancock y Sahl, 2006). Se han identificado un gran
niamero de AMP desde fuentes naturales. Sin embargo, el desarrollo de las
técnicas quimicas de sintesis y modificacion de péptidos esta permitiendo el
disefio racional de AMP frente a dianas o microorganismos especificos,
pudiendo ademas modificar a elecciéon péptidos naturales con el objetivo de

mejorar (o incluso eliminar) determinadas propiedades no deseables.

1.1. Identificacion de péptidos derivados de PAF26.

PAF26 es un péptido cationico y rico en triptéfano identificado en el
bioensayo de una biblioteca combinatorial frente al hongo P. digitatum (Lopez-
Garcia et al, 2002). Muestra actividad antifungica frente a hongos
fitopatogenos y especificidad de accion. El péptido PAF34 posee una actividad
reversa a la de PAF26, aunque sélo se diferencia en dos residuos (Figura 43A).

PAF26 posee caracteristicas anfipaticas en su molécula debidas a la
presencia de tres residuos catidnicos en su extremo N-terminal, seguidos de
tres aromaticos e hidrofébicos en C-terminal (ver Figura 6). En estudios
previos de nuestro grupo, se analizé la influencia de cada residuo en las
propiedades del péptido utilizando una serie completa de seis analogos de
substitucién por alanina con los que se determinaron sus distintas propiedades
antimicrobianas sobre P. digitatum  (LLopez-Garcfa, 2002). Este estudio

determiné que todos los residuos de PAF26 contribuyen en mayor o menor
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medida en sus propiedades al mostrar todos los analogos menor actividad que
PAF26 frente a P. digitatum. Sin embargo, se encontraron diferencias
significativas entre los péptidos (Figura 50). Al cuantificar y comparar con
PAF26 las propiedades inhibitorias y fungicidas de los seis anilogos, la
disminucién mas acusada se produjo con las substituciones de los aminoacidos
con carga positiva, en los que su actividad antifungica disminuyé hasta en
cuatro veces. A continuacién, en menor medida fueron también afectados los
dos residuos de triptéfano, y por ultimo el residuo de fenilalanina que fue el

aminoacido que mostro6 las menores variaciones.

También fueron comparadas sus propiedades de permeabilizacién del
micelio de P. digitatum. Todos los analogos excepto PAF26.f5a tuvieron
mayores perdidas en su capacidad de permeabilizaciéon que en su actividad de
inhibicién (comparar barras blancas y negras en Figura 50). Este efecto
diferencial de cada substitucion de Ala nos sugiere la disociacién entre las
propiedades de inhibiciéon del crecimiento y de permeabilizacion celular entre
los distintos residuos del péptido (Mufioz e al., 2007).

18

i N ]
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Pérdida de actividad
o]

PAF26 r1a k2a k3a wda fSa wba

Péptido
Figura 50. Pérdida relativa de actividad de cada uno de los seis analogos de
substitucién por Ala en comparacién con el péptido parental PAF26D. Las
barras representan el valor relativo obtenido para cada péptido representativo de
la inhibicién del crecimiento (barras negras), la permeabilizacién (blancas) y la
actividad fungicida (ralladas) frente a P. digitatum. lLos valores relativos se

calcularon con los correspondientes de PAF26D como referencia [adaptado de
(Mufioz et al., 2007)].
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La mejora en la potencia y/o especificidad de PAF26 se podtia alcanzar
a través del reemplazo o adicién de aminodacidos especificos. Esta posibilidad
ha sido explorada en este trabajo mediante la adicién de diez aminoacidos
seleccionados en el extremo N-terminal del péptido, ensayando las propiedades
antimicrobianas de la coleccién de heptapéptidos resultante. La estrategia de
extension de AMP por adiciéon de distintos residuos ya ha sido utilizada con
resultados positivos en otros trabajos. Por ejemplo la identificacion del péptido
77-3 (derivado de 66-10) frente al hongo fitopatégeno F. sambucinum (Tabla 4)
(Gonzalez et al., 2002), o el péptido BM2 (derivado de BMO) con un mayor
espectro de actividad fungicida (Monk e7 a/., 2005).

La serie de heptapéptidos derivados de PAF26 mostré distintos perfiles
de actividad/especificidad antimicrobiana y ausencia total de actividad
hemolitica (ver apartado 3 de Resultados). En general, en el conjunto de
experimentos realizados sobre hongos filamentosos, los mas activos fueron los
heptapéptidos PAF38 y PAF39, junto con PAF40, PAF41 y PAF42. Este
resultado era en cierto modo esperable ya que las sustituciones de los residuos
cationicos en PAF26 fueron las que produjeron las mayores perdidas de
actividad. Es de destacar que frente al patdégeno de arroz M. grisea, uno de los
fitopatogenos destructores de cultivos mas relevante en la actualidad, fueron
los heptapéptidos PAF41 y PAF42 los que mostraron la actividad antifungica
mayor y no los péptidos PAF38 y PAF39. En el caso de B. cinerea 'y F. oxysporum
el mayor incremento en el MIC, aunque no elevado, lo mostraron PAF40 y
PAF38, respectivamente (Tabla 13).

En general, esta estrategia ha llevado a la identificaciéon de
heptapéptidos que han mostrado mejores actividades que PAF26 frente a la
mayortia de los fitopatégenos testados (Figura 42A), aunque en algunos de ellos
también supuso el aumento de su actividad frente a los microorganismos no

diana de nuestro estudio (la levadura y las bacterias) (Figura 42B).

Los ensayos microbicidas confirmaron y extendieron las observaciones
encontradas en los ensayos de inhibicidn, siendo los derivados catiénicos
(PAF38, PAF39 y PAF40) y los aromaticos (PAF41 y PAF42) los que
aumentar su actividad fungicida frente a conidios de P. digitatum. Sin embargo,

estos péptidos también mataron mas eficientemente células de la levadura y la
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bacteria, a excepcion de PAF40 que mostré la mejor relacion de potencia y
especificidad frente a P. digitatum (Figura 43B, y Tabla 17).

En conjunto, nuestros resultados indican que determinadas
modificaciones llevaron a la identificacion de péptidos antimicrobianos de mas
amplio espectro, y que por tanto no serfan deseables siempre que la diana
antimicrobiana fueran especificamente hongos filamentosos. En cualquier caso,
nuestros datos proporcionan informacién acerca del desarrollo de nuevos
péptidos antimicrobianos. Sin embargo, es de destacar el hecho de que en
algunos péptidos se empeoraron sus propiedades antifingicas tras la adiciéon de
determinados residuos (ver mas adelante), lo que nos indica que la secuencia de
PAF26 por si misma no garantiza la potencia ni especificidad antifungica en los

heptapéptidos.

Otra conclusion de este estudio es que no se encontré una clara
relacién entre la potencia/especificidad antimicrobiana y las caractetisticas
fisicas de carga neta, tamafio o hidrofobicidad de los péptidos (ver Tabla 7), los
cual sugiere la existencia de interacciones mas complejas entre los residuos de

aminoacidos y la actividad antimicrobiana de los péptidos.

1.2. Comparativa de AMP procedentes de origenes distintos.

La identificacién de los péptidos antifungicos PAF motivé la basqueda
en las bases de datos accesibles de homologias de secuencia con AMP
naturales. De este modo, en estudios previos se habia observado que el nicleo
de seis residuos de la LfcinB (LfcinB, ,;) comparte caracteristicas comunes en
su estructura primaria con el péptido PAF26, como son la presencia de
aminoacidos basicos con carga positiva junto con un motivo de dos residuos
de Trp flanqueando a un tercer aminoacido (Figura 16) (Lopez-Garcia ef al.,
2003). Estos dos péptidos han supuesto el punto de inicio de la comparativa
realizada en este trabajo acerca de la actividad, especificidad y toxicidad de
distintos  AMP. Los escasos estudios existentes acerca de la actividad
antifingica del péptido LfcinB y sus derivados se habian centrado en la
levadura C. albicans y algunos hongos filamentosos dermatofitos patégenos de
humanos (Bellamy e# a/., 1994; Farnaud y Evans, 2003; Orsi, 2004). En este
trabajo, hemos extendido estas observaciones a hongos filamentosos de interés

agronoémico.
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La LfcinB y algunos de sus derivados tienen alta actividad bactericida y
fungicida frente a Candida que se ha correlacionado con la disrupcién de las
funciones y permeabilizaciéon de la membrana en bacterias (Bellamy e# a/,
1993b) y levaduras (Bellamy ez al, 1993a; Wakabayashi ez a/., 1998; van der
Kraan et al, 2005). Hemos demostrado que la LfcinB,, 5 a concentraciones
MIC induce una masiva permeabilizacion y colapso de las hifas de P. digitatum
(Figura 21D). Este resultado ha sido también obtenido con LfcinB,,; (datos
no mostrados). Sin embargo, a diferencia de los resultados obtenidos con otros
AMP sobre conidios de hongos (Reed ¢# al., 1997; Rioux et al., 2000; Gonzalez
et al., 2002), no se observo permeabilizacién sobre esporas de P. digitatum
tratado con LfcinB,, 5. En algunos de estos ejemplos la permeabilizacion de
los conidios se correlaciona con su perdida de viabilidad (Gonzalez ez a/., 2002).
LfcinB,, 5, no fue fungicida sobre esporas a la mayor concentracién ensayada
después de largos tiempos de exposicion. LfcinB,,; aunque disminuyo el
porcentaje de viables, tampoco fue en ninguna de las condiciones ensayadas
completamente fungicida (Figura 19). LfcinB,,, fue mads toxico frente a
micelio en crecimiento que frente a conidios, mientras que LfcinB,, ,; mostré el
resultado contrario, ejemplificando que las propiedades fungiestaticas o
fungicidas sobre conidios no necesariamente se correlacionan (Bland y De

Lucca, 1998) (ver mas adelante).

Ademas, LfcinB,, 5, es capaz de inducir alteraciones en el crecimiento y
esporulacion de P. digitatum a concentraciones sub-MIC (Figura 21B y C). La
presencia de alternaciones en la morfologia de microorganismos expuestos a la
accion de péptidos y proteinas antimicrobianas es comun y ha sido
documentada en distintos trabajos con hongos (ver mas adelante). LfcinB,, 5,
produce alteraciones morfolégicas en areas donde no se observa
permeabilizacién. Se ha descrito que la LfcinB y péptidos derivados poseen
multiples propiedades entre las que se incluyen su acumulacion en el
citoplasma de bacterias, su unién a DNA o propiedades antitumorales
[revisado en (Farnaud y Evans, 2003)]. Por lo tanto, como se reconoce para
ciertos AMP (Brogden, 2005), el péptido LfcinB,, 5, podtia ejercer un efecto
inhibitorio sobre funciones celulares y de membrana distinto al de la

permeabilizacion celular (ver mas adelante).
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Melitina es otro de los péptidos caracterizados en este trabajo (Tabla
17). De origen natural, citotéxico y de modo de accién conocido (Terwillinger
y Eisenberg, 1982), ha sido ampliamente analizado como modelo de péptido
con actividad litica. En nuestro caso, ha servido en el estudio comparativo del
modo de accién de PAF26. Melitina se ha comportado de manera muy activa
inhibiendo la germinacién y el crecimiento de P. digitatum (Tabla 10),
permeabilizando las membranas de las células del micelio fangico (Figura 28B
y Figura 29B), inhibiendo el crecimiento bacteriano (Figura 45B) y mostrando
una marcada hemolisis (Tabla 11). Sin embargo no tuvo un efecto fungicida

sobre conidios en estado quiescente del hongo (Figura 30 y Figura 47).

Se han ensayado también dos péptidos relacionados en su estructura
primaria con PAF26 y los derivados de LfcinB, que pertenecen a la clase de
AMP catiénicos ricos en residuos de Trp (Chan ez al., 2006). Son el péptido de
origen natural indolicidina (Falla ef a/, 1996), que posee el mayor nimero de
Trp de todos los péptidos ensayados en este trabajo, y el octapéptido BMO
(Monk et al., 2005), identificado mediante el escrutinio dirigido de una
biblioteca combinatorial frente a una protéon ATPasa de levadura, y muy
parecido a PAF38 en residuos y carga neta. El péptido indolicidina inhibe el
desarrollo del hongo, aunque en menor medida que otros péptidos (Figura
45A), y también carece del efecto fungicida tan elevado de PAF26 (Figura 47).
BMO tiene actividad antifungica, propiedades fungicidas sobre conidios de
P. digitatum, y actividad antibacteriana elevadas (Tabla 15, Figura 45 y 47).

De igual modo, se estudiaron los péptidos BP15 y BP706, también
cationicos aunque sin residuos de Trp y ricos en aminoacidos alifaticos
identificados a través de una estrategia combinatorial dirigida frente a bacterias
fitopatogenas (Ferre et al, 20006). Los péptidos BP no mostraron actividad
tungicida sobre P. digitatum aunque si fungiestatica y elevada actividad
antibacteriana (Tabla 15 y Figura 45B).

En la Tabla 17 se representa a modo de resumen una comparativa de
determinadas actividades de los distintos péptidos evaluados en el transcurso
de este trabajo. La valoracion de su actividad fungiestatica y fungicida frente a
P. digitatum, asi como la bactericida frente a E. /i nos permite realizar una
aproximacion a la especificidad que muestran los distintos péptidos y también a

su potencia antifungica. Asi, PAF26 y PAF40 ademas de ser muy especificos
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son muy activos, de forma diferente a PAF46 o LfcinB,,,; que también
tuvieron cierta especificidad pero poca potencia antifungica (ver valores de la
columna IE, Tabla 17).

Tabla 17. Resumen esquematico de la especificidad en la accion antimicrobiana
de los distintos péptidos evaluados en este trabajo.

Péptido Secuencia? A.Fst? A.Fcdb A.Bact® IE¢
PAF26 Ac-rkkwfw-NH, 4rr ++ + 8
PAF34 Ac-rkwlfw-NH, + — 1F 2
PAF38 Ac-rrkkwfw-NH, +++ +++ ++ 2
PAF40 Ac-hrkkwfw-NH, SrdEaR ++ + 8
PAF42 Ac-wrkkwfw-NH, 4 1F 1F 2
PAF43 Ac-yrkkwfw-NH, + ++ ++ 2
PAF46 Ac-grkkwfw-NH, + — — 8
LfcinBoo s Ac—-RRWQWR-NH, + P + 8
LfcinB17.31 Ac—-FKCRRWQWRMKKLGA-NH, Sy — AFaF 4
Melitina GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ +++ — +++ 2
Indolicidina Ac-ILPWKWPWWPWRR-NH, + + + 1
BMO Ac-REWWERRR-NH, +++ +++ ++ 2
BP76 KKLFKKILKFL-NH, ++ — +++ 1

2 El cédigo de colores que se utiliza en los distintos residuos es el descrito en la Tabla 2.

b Los simbolos (—) y (+) y la escala de colotes (de amarillo a t0jo) representan una estimacién
de la actividad de cada péptido. A. Fst: Actividad fungiestatica; A. Fed: Actividad fungicida;
A. Bact: Actividad antibacteriana.

< El Indice de Especificidad (IE) por P. digitatum es un valor calculado dividiendo el valor MIC
de E. coli entre el valor MIC de P. digitatum. 1.os valores indican que el péptido es tantas veces
mas inhibitorio sobre el hongo que sobre la bacteria. Los valores utilizados son una media de

los obtenidos en todos los experimentos llevados a cabo.

Por los resultados obtenidos, concluimos que las estrategias
combinatoriales y de disefio racional en la identificacion de AMP son una
herramienta efectiva en la obtenciéon de secuencias especificas frente a
microorganismos especificos, como por ejemplo PAF26 o PAF40 frente a

P. digitatum, o los péptidos BP15 y BP76 frente a bacterias.
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Por otra parte, los trabajos de identificacion de péptidos frente a dianas
especificas (como BMO) ilustran una cuestiéon destacable en el disefio de
estrategias de identificacion de AMP ya que es una aproximacion “reversa” a la
realizada en los péptidos anteriores. La identificacion de actividades
enzimaticas susceptibles de ensayos miniaturizados, y que ademas fueran
importantes para la viabilidad o patogenicidad del microorganismo, posibilitaria
un salto cualitativo importante. Por ello, los grupos que trabajan en la
identificacion de AMP seguiran de cerca los estudios de caracterizaciéon de
factores de virulencia y/o patogenicidad de microorganismos fitopatdgenos.
En cualquier caso es muy destacable la similitud entre algunos de los péptidos
PAF y BMO en cuanto a las propiedades estudiadas en este trabajo. Futuros
estudios evaluaran si determinados PAF tienen también dianas moleculares

similares a las de BMO.

1.3. Importancia de los residuos de aminoacidos en las propiedades
antimicrobianas de los péptidos.

Los péptidos que hemos analizado en este estudio son de muy pequefio
tamafio y por ello no es esperable que tengan una estructura secundaria
definida. Esto se ha demostrado en PAF19D y PAF26D (Lépez-Garcia, 2002;
Lopez-Garcia et al., 2004). Por lo tanto uno de los factores claves en su
actividad es su contenido en aminoacidos asi como el orden de éstos dentro de
la molécula. El uso de pequefos péptidos, junto con sus modificaciones,
deleciones o adiciones de residuos, nos permite el estudio detallado de la
influencia de cada aminoacido en sus propiedades antimicrobianas. En un
estudio frente a Pseudomonas sp. de un péptido de 13 aminoacidos con el que se
sintetizaron analogos de su secuencia realizando variaciones al azar de la
posicién de sus residuos, se obtuvieron hasta 6 categorias distintas de actividad
antibacteriana donde se agrupaban péptidos formados por los mismos
aminodcidos diferenciandose en tan solo la posicion de cada uno (Hilpert ez a/.,
20006). En otros AMP ricos en Arg y Trp, se ha demostrado que la apropiada
posicion y agrupamiento de determinados residuos es fundamental en su
actividad y propiedades de especificidad (Wessolowski ez al., 2004).

El ensayo de los heptapéptidos derivados de PAF26 ha permitido

extraer conclusiones sobre la importancia de distintos aminoacidos, pudiendo
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discernir qué residuos y de qué manera propician o empeoran las propiedades
de actividad y especificidad del péptido. Asi, en los resultados obtenidos con
los analogos de substitucion de alanina (Figura 50), fueron los residuos
catiénicos los que mas influyeron en la actividad del péptido, y en segundo
lugar los aromaticos. De acuerdo con este resultado, la potencia antimicrobiana
en los heptapéptidos aumenté en mayor medida con la adicién de los residuos
cationicos Arg (PAF38), Lys (PAF39) e His (PAF40), junto con los residuos
aromaticos de Phe (PAF41) y Trp (PAF42) en segundo lugar (Figura 42A).
Este resultado se manifiesta también con el perfil de actividad y especificidad
que muestra el péptido BMO, muy similar al de PAF38 (Tabla 17).

Todas estas conclusiones también dependen sobremanera del patégeno
diana. Un caso curioso donde el aumento de actividad se produce de forma
notable con la adicion de los residuos aromaticos es, como hemos comentado

anteriormente, sobre el hongo M. grisea (Tabla 13).

El ensayo de los heptapéptidos frente a la levadura y las bacterias nos
ayuda a tener mds informacién acerca del efecto de determinados residuos
sobre la especificidad de microorganismo (Figura 42B y Figura 43B). El
aminoacido de His (PAF40) aumenta la actividad frente a los hongos
filamentosos, pero sin embargo no lo hace tanto frente a las bacterias como el
resto de los péptidos mas activos frente a hongos. La adiciéon de Tyr (PAF43)
mostré un notable descenso de actividad frente a los hongos filamentosos
mientras que frente a las bacterias el efecto fue reverso, aumentando su
actividad hasta en cuatro veces. Relacionado con este resultado, recientemente
se ha publicado un estudio de mejora de la actividad del péptido BP76 frente a
la bacteria E. amylovora a través de analogos de substituciéon. El péptido
mejorado BP100 fue obtenido al sustituir el residuo de Phe en la posicién 10
por el de Tyr en la secuencia de BP76 (ver Tabla 4) (Badosa ez a/., 2007).

Por el contrario, la adicién del residuo de Gln en PAF46 disminuy6 la
actividad frente a los hongos y la levadura y especialmente la actividad
tungicida frente a conidios de P. digitatum, manteniéndose en las bacterias, por
lo que este residuo sugerimos que no es aconsejable en péptidos disefiados
frente a hongos. En este sentido, es de destacar la presencia del residuo de Gln
en otros péptidos evaluados y que también poseen una pobre actividad

fungicida, como son los derivados de LfcinB y la melitina.
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Queremos también comentar la presencia de aminoacidos alifaticos
(Leu, Val e Ile) en muchos AMP. En nuestro estudio, estos residuos se
encuentran en péptidos que han mostrado una actividad antibacteriana elevada,
unida a una menor especificidad, ademas de baja actividad fungicida frente a
conidios; ejemplos son melitina, indolicidina o BP76 (Tabla 17). EI
heptapéptido formado tras la adicion de Leu (PAF44) aumento la actividad
antifingica del péptido frente a algunos hongos, entre ellos P. digitatum, pero
también bastante frente a la levadura y las bacterias disminuyendo asi la
especificidad de PAF26 (Figura 42B). Asi, el péptido PAF34, que como hemos
comentado difiere de PAF26 en tan solo la posicion de dos residuos y solo uno
de naturaleza distinta, la Leu en la posicion 4 en lugar de una Lys, muestra un
perfil de actividad reverso al de PAF26 con una notable mayor actividad
bactericida y menor especificidad (Figura 43A) (Tabla 17). También hemos
evaluado AMP identificados por otros autores como son los péptidos 66-10
(Reed et al., 1997) y 77-3 (Tabla 4) (Gonzalez et al., 2002), ricos en residuos de
Phe pero sin Trp y con un residuo de Leu, y que han mostrado notables
actividades frente a los hongos filamentosos y los microorganismos no diana
de nuestro estudio en las mismas condiciones de ensayo, junto que una notable
actividad hemolitica [datos no mostrados y (Lopez-Garcia ef al., 2000)]. Estos
péptidos poseen un amplio espectro de actividad, menor especificidad
antifungica por tanto, y mayor toxicidad inespecifica. En distintos estudios con
péptidos catibénicos de pequefio tamafio, se ha demostrado que el aumento de
residuos hidrofébicos se correlaciona con un incremento de la citotoxicidad

inespecifica y por lo tanto deberia ser evitado (Powell ez a/., 2000b).

En este trabajo, hemos tenido en cuenta las distintas modificaciones en
los extremos N- y C-terminal de los péptidos (Tabla 7) con el objeto de realizar
la mejor comparativa posible entre actividades de péptidos. Los péptidos PAF
fueron identificados y caracterizados con sus extremos acetilados y amidados
(Lopez-Garcia et al., 2000). Se ha demostrado previamente que la acetilacion y
amidacién de PAF26 no cambia substancialmente la actividad del péptido 7
vitro frente a P. digitatum (Lopez-Garcia ef al., 2007). Aunque indolicidina, como
el péptido melitina, se encuentra en la naturaleza con el extremo amino libre y
el carboxilo amidado (Chan e7 a/., 2006), utilizamos la indolicidina amidada para

una mejor comparacion. Un ejemplo interesante es el de BMO, que fue

180



Discusion

identificado como muy activo frente a levaduras en su version D- con el
extremo N-terminal libre (Monk e7 a/., 2005). Se demostré que tanto la version
sintetizada con L-aminoacidos con el extremo amino libre como la version D-
con el extremo acetilado tuvieron una reducciéon de cuatro veces su actividad
frente a las levaduras ensayadas (Monk e7 /., 2005). En nuestro caso, y como
esperabamos, nuestra version del péptido BMO tuvo actividad reducida frente a
la levadura S. cerevisiae (Tabla 15). Los péptidos BP15 y BP76, que habian sido
caracterizados con su extremo N-terminal libre y el C-terminal amidado (Ferre
et al., 20006), han sido usados de esta manera con el propdsito de comparar sus

propiedades antifingicas con las previamente descritas antibacterianas.

2. MODO DE ACCION DE PAF26.

Como se ha comentado en la Introduccién, el modo de accién de los
AMP es complejo y dependiente de multiples factores entre los que intervienen
no solo las caracteristicas del péptido, sino también las de los microorganismos
sobre los que actia. A modo de resumen, se constata que la naturaleza
cationica de muchos AMP les permite su interaccion electrostatica con las
estructuras cargadas negativamente de las envueltas celulares de los
microorganismos. En numerosos trabajos se ha correlacionado la actividad
antimicrobiana de péptidos con su capacidad de interaccién e insercién en
bicapas lipidicas y su desestabilizacién, asi como con la permeabilizacion de las
membranas celulares de microorganismos (Epand y Vogel, 1999; Shai, 1999;
Lohner y Blondelle, 2005). Estos datos parecen indicar que el modo de accion
primario es a través de la lisis celular causada por la disrupciéon de las
membranas biolégicas. Sin embargo, el reciente incremento de nuevos datos
sugiere que determinados AMP podrian usar mecanismos mas sofisticados de
actuacion, no necesariamente relacionados con la permeabilizacion celular
(Hancock y Lehrer, 1998; Yeaman y Yount, 2003; Brogden, 2005; Lohner y
Blondelle, 2005).

Es obvio por tanto, la necesidad de clarificar cual es el modo de accién
de los AMP, particularizando en casos concretos de interés. Este conocimiento
sera de gran utilidad en la optimizacion y disefio de nuevas secuencias
antimicrobianas.

181



Discusién

2.1. Interaccion de PAF26 con microorganismos.

Las observaciones realizadas en microscopia confocal con algunos
CAMP como indolicidina (Lee ez al., 2003a), o con el propio PAF26 marcado
con fluoresceina (Figura 33A y B), confirman que la interaccién primaria de
estos péptidos es con las superficies de sus células diana. Es sabido que la
actividad de los péptidos catidnicos, incluyendo aquellos ricos en Trp como es
el caso de PAF20, es dependiente de la fuerza idnica del medio (Lépez-Garcia
et al., 2000; Chan et al., 2000), indicando que esa interaccion inicial con los
microorganismos es electrostatica. LLos resultados obtenidos con: (i) el estudio
con los analogos de PAF26 de sustitucion por alanina, en donde fue la
sustitucion de los residuos catiénicos la que mas afecté a la actividad
antifingica del péptido (Figura 50) (Lopez-Garcfa, 2002), y (i) los
heptapéptidos en los que la adicién de residuos catiénicos fue la que mas
incrementé la potencia antimicrobiana (Tabla 13 y Figura 42), confirman la

importancia de tales interacciones.

Se ha demostrado que mutantes de la bacteria R. solanacearum en genes
de biosintesis del LPS tienen una mayor sensibilidad a tioninas y LTPs, y una
menor virulencia sobre tejidos vegetales (Titarenko ez /., 1997). Nuestro grupo
ha utilizado un microorganismo modelo para demostrar, de forma analoga, que
mutaciones en los genes Mprl" y D/t hacen a la bacteria Staphylococcus aurens
susceptible a PAF26 (Lopez-Garcia e al, 2007). MptF es un enzima que
transfiere L-lisina al fosfatidilglicerol (Peschel e @/, 2001) mientras que el
operéon DLT esta implicado en la transferencia de D-alanina al 4cido teicoico
(Peschel et al., 1999), aumentando en ambos casos la carga neta externa de las

envueltas bacterianas y por tanto la repulsion de péptidos catidénicos.

La interacciéon con membranas modelo de distintos péptidos PAF,
entre ellos PAF26, fue estudiada mediante técnicas de espectroscopia de
fluorescencia y dicroismo circular utilizando micelas y bicapas fosfolipidicas
(Lopez-Garcfa et al, 2004). En estos experimentos se demostré que la
presencia de residuos de Triptéfano es determinante para la interacciéon de
PAF26 con vesiculas fosfolipidicas. En su conjunto, estos resultados sugieren
una diferenciaciéon de la molécula de PAF26 en dos partes, su extremo N-
terminal catibnico necesario para la interaccién electrostatica y su C-terminal

hidrofébico que le capacita para interaccionar con membrana.
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En este trabajo hemos demostrado que los péptidos PAF26, PAF38 y
PAF40 sintetizados con L-aminoacidos no difieren substancialmente de sus
correspondientes estereoisdbmeros D- en su actividad 7z vitro trente a P. digitatum
(Figura 44), indicando que la interaccién no se produce mediante receptores

estereoespecificos.

Hemos observado que la interaccion de FITC-PAF26 se puede
visualizar sobre células fungicas a concentraciones hasta 100 veces menores
(300 nM) (Figura 33) que las necesarias en el caso de células de S. cerevisiae
(30 uM) (Figura 34). Estos resultados indican la existencia de un(os)
componente(s) en las envueltas celulares de P. digitatum y otros hongos
fitopatégenos que median su mayor susceptibilidad a PAF26, y que no poseen
(o en menor medida) el resto de microorganismos analizados aunque a algunos,
como la bacteria . aurens y mediante modificaciones de sus envueltas, se les
puede incrementar la sensibilidad a AMP. Existen ejemplos descritos de
péptidos y proteinas antimicrobianas que interaccionan con componentes
especificos de las envueltas de microorganismos. Se ha demostrado la afinidad
de una a-tionina de vegetales por el -glucano de las paredes fungicas (Oita ez
al., 2000), la interaccion del péptido D4E1 (Tabla 4) preferentemente con el
ergosterol (De Lucca ef al., 1998), o la sensibilidad de S. cerevisiae a distintas
defensinas vegetales mediada por diferentes glicolipidos (Thevissen ez a/., 2003;
2004; 2005; Aerts et al., 2000).

En cualquier caso, e independiente de la existencia de estas
interacciones especificas, si que se han demostrado la presencia de sistemas
sensores moleculares en bacterias de la presencia de AMP y que permiten
seflalizar su existencia y modular una respuesta defensiva. El operén PhoP-
PhoQ) es un sistema de membrana con actividad quinasa implicado en la
patogénesis de bacterias y que es capaz de activarse en presencia de péptidos
antimicrobianos (Bader ¢ 4/, 2005). En la bacteria fitopatégena
Erwinia crysanthemi se vio la implicacion de este sistema en su virulencia sobre
tejidos vegetales asi como su susceptibilidad a tioninas vegetales (Llama-
Palacios ez al., 2005).
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2.2. Efecto sobre la morfologia de P. digitatum.

En distintos estudios se ha descrito la alteraciéon de la morfologia de
hongos filamentosos como parte de la respuesta de éstos a la exposicion a
AMP. Algunos ejemplos son el hongo R. solani en el que se ha detectado la
formaciéon de hifas dentadas y desiguales, desorganizaciéon y agregaciones
citoplasmaticas, e invaginaciones de la membrana plasmatica, en presencia de
péptidos sintéticos de pequefio tamafio (Rajasekaran ez @/, 2001; Oard e al.,
2004). También, P. infestans present6 hifas mas cortas con una disminucién en
la distancia intersepto, alteraciones en los patrones de ramificacion y de
esporulacion, con ramificaciones anormales y engrosamientos de células hifales
mas cortas (Cavallarin ef @/, 1998; Ali y Reddy, 2000). De forma general, este
tipo de alteraciones descritas con otros péptidos las hemos observado en el
micelio de P. digitatum expuesto al péptido LfcinB,, 5, (Figura 21) y a PAF26
(Figura 24B, y Figura 25A y C).

Andlisis microscopicos han mostrado que diferentes AMP causan
cambios ultraestructurales diferenciados en células bacterianas, como es el caso
de los péptidos SMAP29 y CAP18 sobre Pseudomonas aernginosa, indicando que
tienen diferentes dianas celulares o modos de accion (Kalfa er al, 2001,
Brogden, 2005). En un trabajo reciente con el hongo F. graminearum, se han
descrito también cambios en la morfologia claramente diferenciales por la
exposicion del hongo a dos defensinas distintas procedentes de dos especies de
Medicago y de secuencia de aminoacidos relacionada (Ramamoorthy ez al., 2007).
El mismo trabajo demostré la implicacién de dos cascadas de sefializacion de
MAP quinasas en la respuesta a una de esas defensinas pero no a la otra. Estos
trabajos ha demostrado de una forma elegante que distintos péptidos o
proteinas antimicrobianas inducen alteraciones diferenciales en un mismo
microorganismo que probablemente estan relacionadas con distintos modos de

accion o de percepcion del antimicrobiano.

Nos hemos centrado mas en PAF206, y en este caso hemos detectado
algunas alteraciones morfologicas significativas. La presencia de dicotomias
apicales y ramificaciones emergentes abortadas de las hifas son fenocopias de
mutantes de hongos filamentosos con alteraciones en los genes implicados en
el mantenimiento de la polaridad, crecimiento apical, integridad de la pared

celular y formacion de septos, y ramificaciones subapicales (Momany, 2002;
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Harris y Momany, 2004; Momany, 2005). Estos resultados nos indican que los
péptidos estan actuando sobre el crecimiento polar de los hongos, para el cual
se requiere la movilizacién y localizaciéon de la maquinaria morfogenética hacia

sitios especificos de deposicion de sus paredes celulares.

Otra alteracién producida por la exposicion a PAF26 en P. digitatum es
la formacién de abombamientos de células en apices y zonas intermedias de las
hifas, en las que se da una deposicién anormal de la quitina, como lo determina
una intensa tinciéon de CFW en estas zonas (Figura 24C, y Figura 25B y D).
Este otro tipo de alteraciones son fenocopias de mutantes en los genes de
biosintesis de quitina en hongos filamentosos (Borgia y Dodge, 1992; Specht ez
al., 1996; Horiuchi ez al, 1999; Martin-Udiroz et al, 2004) y en la fase
filamentosa de la levadura C. albicans (Munro et al., 2001). Un estudio de los
genes de biosintesis de quitina en el hongo fitopatégeno F. oxysporum reveld la
presencia de hinchamientos en células individuales de las hifas de mutantes
conteniendo un gran numero de nucleos tras la tincion con DAPI (Martin-
Udiroz et al., 2004), de modo similar a lo que hemos visto con el péptido
PAF26 a concentraciones 1Cy, sobre el micelio de P. digitatum (Figura 27). Este
es uno de los resultados de nuestro estudio que nos sugiere la implicacion de la
biosintesis de quitina como factor de susceptibilidad a PAF26 (ver mas

adelante).

2.3. Permeabilizacion celular. Diferencias con el péptido Melitina.

Las observaciones microscopicas realizadas junto con las curvas dosis-
respuesta de PAF26 (Figura 28A), revelan una pobre fluorescencia de la sonda
SG a concentraciones sub-MIC de PAF26 a las cuales hay cierta inhibicién del
crecimiento de P. digitatum y se producen alteraciones en su morfologia,
indicando que la permeabilizacién celular es minima a concentraciones que
afectan al crecimiento fungico. Estudios previos han discutido el hecho de que
no siempre existe una correlacién completa entre la capacidad de ciertos AMP
para permeabilizar membranas y su actividad antimicrobiana (Epand y Vogel,
1999; Wu ef al., 1999). Un ejemplo similar es el de los péptidos BMO y BM2,
que como hemos visto poseen importantes similitudes en su secuencia con el
péptido PAF26 (Tabla 17). Concentraciones bajas de BM2 que fueron

inhibitorias del crecimiento, no causaron la permeabilizacion de las células de la
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levadura ni indujeron hemolisis en células humanas (Monk ez al, 2005),
sugiriendo que dicha permeabilizacién no es necesariamente el mecanismo

primario de accién antimicrobiana del péptido.

Para aportar datos adicionales sobre esta cuestiéon hemos realizado un
estudio comparado entre PAF26 y Melitina. La melitina es un péptido
conocido por su capacidad formadora de poros, actuando presumiblemente
sobre las membranas fungicas a través de un mecanismo litico (Matsuzaki ez al.,
1997; Yang ez al., 2001; Bechinger, 2004). Su accién antimicrobiana esta ligada a
la permeabilizacién. Los parametros de 1C,, y MIC de PAF26 y Melitina son
similares. No obstante, las curvas dosis-respuesta de melitina indican que la
fluorescencia del SG precede a la inhibicién del crecimiento (Figura 28B). Este
péptido permeabiliza las células del micelio de P. digitatum (B) y produce
hemolisis de glébulos rojos humanos (Tabla 11) de manera mucho mas rapida
y eficiente que PAF26. El péptido analogo mel.subK7I tiene alterada su
estructura y disminuida su interaccion con las membranas. Posee menor
actividad antifingica que melitina (y menor que PAF206) y la permeabilizacion
que produce es mas pausada y de menor intensidad, la cual a su vez es similar a
la obtenida con PAF26 (Figura 28C y Figura 29C).

La actividad inhibitoria de PAF26 fue mayor que la de melitina y su
analogo mel.subK7I, produciéndose incluso a concentraciones a las cuales
apenas se observé permeabilizacion. Por lo tanto, de estos resultados se puede
concluir indirectamente que el efecto antimicrobiano primario de PAF26 no es
la permeabilizaciéon celular como si lo es en melitina. Previamente, se ha
descrito que PAF26 no posee efecto sinérgico con los fungicidas TBZ e IMZ
(Lopez-Garcia et al, 2003). En esta falta de sinergismo, PAF26 difiere
marcadamente de otros péptidos sintéticos, como el péptido 77-3, que
promueven la permeabilizacion y si tienen un efecto sinérgico con TBZ, muy
posiblemente porque facilitan el acceso del fungicida al interior celular
(Gonzalez et al., 2002). PAF26 no facilitarfa la internalizacion de estos
fungicidas a través de la permeabilizacion de las membranas a concentraciones
sub-IC;, de péptido necesarias para cuantificar el sinergismo. También, a
diferencia de PAF206, melitina carece de propiedades fungicidas sobre conidios

(Figura 30) a pesar de actuar de manera muy efectiva sobre las células del
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micelio. Este resultado que se produce también con el péptido LfcinB,, 5;, pone

de manifiesto las diferencias en los modos de accién de los péptidos.

Hemos sefialado ya la existencia de diferentes modelos que explican la
actividad antimicrobiana de péptidos desestabilizantes de membranas (ver
Introduccién) (Figura 8) (Shai, 1999; Huang, 2000; Brogden, 2005). En
contraste con melitina, PAF26 es un péptido demasiado corto para traspasar y
permeabilizar las membranas biolégicas como un mondémero, por lo que
interacciones de mayor grado entre monémeros (a concentraciones altas de
PAF206) seran necesarias para explicar de alguna forma una permeabilizacion
del péptido basada en sus propiedades biofisicas. Esta diferencia también se
manifiesta en las diferentes cinéticas de permeabilizacion de P. digitatum

causadas por ambos péptidos (Figura 29).

La presencia de diferentes estadios de permeabilizacion en las células, la
ninguna o poca correlaciéon entre la permeabilizacion y la formacion de
alteraciones morfologicas en el micelio expuesto al péptido PAF26 a
concentraciones sub-MIC, y las diferencias observadas con el modo de accion
de melitina, sugieren la existencia de un modo de accién antimicrobiano del
péptido que no esta ligado en primera instancia con la desestabilizacion de las

membranas y su consiguiente permeabilizacion celular.

2.4. PAF26 como péptido tipo penetratina.

Como hemos comentado en la Introduccién, existe un tipo de
péptidos, llamados en primer lugar dominios de transduccién de proteinas
(PTD) y posteriormente rebautizadas como péptidos tipo penetratina (CPP),
que son capaces de internalizarse de una forma no destructiva venciendo la
naturaleza impermeable de las membranas lipidicas (Prochiantz, 2000;
Lindgren, 2000; Leifert y Whitton, 2003). Los primeros péptidos descubiertos
con estas caracteristicas fueron derivados de Tat (Proteina activadora de la
transcripcion del VIH-1) (Frankel y Pabo, 1988), y pAntp (Factor de
transcripcion homedtico antenapedia de Drosophila) (Joliot et al, 1991). Su
capacidad para translocarse se atribuy6 a las propiedades de los aminoacidos
basicos de sus secuencias, identificindose posteriormente en ambos casos la
minima secuencia peptidica necesaria para que ocurra la internalizacion [Tat
(48-60) (Vives et al., 1997) y penetratina (Derosst ez al., 1994)]. Una vez en el
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interior celular, estos péptidos actiian sobre sus dianas moleculares regulando

la expresion de genes nucleares o virales.

El marcaje fluorescente se ha usado para demostrar la interaccion e
internalizacién de péptidos catibnicos capaces de atravesar membranas
celulares y vesiculas modelo (Vives e al., 1997; Park et al., 2000; Kragol e al.,
2002; van der Kraan ez al., 2005). El péptido FITC-PAF26 interacciona con el
micelio de P. digitatum a concentraciones subinhibitorias y rapidamente se
transloca al interior celular, sin alteracién aparente de su morfologia o
permeabilizaciéon. FITC-PAF26 se internaliza a 300 nM (Figura 33C-E),
concentraciéon cinco veces menor que su ICy, (Tabla 10) y diez veces menor
que el IC; y la concentraciéon de permeabilizaciéon de la melitina (Tabla 10 y
Figura 28B). A esta concentracion tan baja de péptido, no se observa la entrada
en “trans” de SG (Figura 28A) o de FITC (Figura 33F). Es de destacar que en
la caracterizacion inicial del péptido Tat (48-60), su internalizacion se detect6 a

concentraciones en torno a 100 nM (Vives e7 al., 1997).

Se ha descrito la capacidad de penetraciéon al interior celular en
determinados AMP, algunos de secuencia similar a los CPP y también a
PAF26. Estos dominios o péptidos son catidnicos, ricos en residuos catiénicos
y con motivos de residuos de Phe y Trp criticos en su capacidad de
internalizacion (Futaki ez al., 2003; Richard ef al., 2003) (ver Tabla 18).

Algunos ejemplos son los péptidos buforina 2 (Park ef al, 1998) y
polifemusina I (Powers e al, 2000), que se acumulan en el interior de la
bacteria E. co/i a concentraciones por debajo de las inhibitorias, como ocurre
con PAF26. Péptidos derivados de LfcinB también han sido detectados en el
interior celular bacteriano (Haukland 7 a/., 2001; van der Kraan ef a/., 2005). La
proteina antifungica AFP de A. gigantens también se internaliza y localiza en el

nucleo celular del hongo M. grisea (Motreno ef al., 20006).

Un ejemplo relevante es el de las proteinas PR10, las cuales tienen
actividad ribonucleasa que se asocia a su actividad antimicrobiana (Van Loon ez
al., 2006). Se ha demostrado que una PR10 de cacahuete se localiza en el
interior de F. oxysporum (Chadha y Das, 2006). Se generé un mutante deficiente
en actividad ribonucleasa que se internaliza pero que no inhibe el crecimiento

del hongo ni le causa permeabilizaciéon celular, disociando la actividad tipo CPP
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de la antimicrobiana. Esto sugiere que la permeabilizacién observada en el
hongo es consecuencia de la muerte celular y no un efecto derivado de la

capacidad de la proteina para atravesar las membranas bioldgicas.

Estas relaciones entre CPP y AMP catiénicos han hecho que algunos
autores cuestionen abiertamente las diferencias reales existentes entre
determinadas familias de péptidos antimicrobianos y los péptidos tipo
penetratina (Henriques e# al., 2006). Pero también se ha dado un paso mds, y
estudios recientes han derivado o demostrado propiedades antimicrobianas
partiendo de péptidos que solo eran conocidos inicialmente por sus
capacidades de penetracion celular (Jung ef al., 2006; Zhu et al., 2006; Palm ez
al., 2006). Como se resume en la Tabla 18, son cada vez mas los ejemplos de
CPP en los que se encuentran propiedades antimicrobianas y a su vez AMP en

los que se descubre un modo de accién tipo penetratina.

Tabla 18. Ejemplos de algunos péptidos con actividad descrita de AMP y CPP.

Péptido Secuencia AMP CPP
Penetratina RQIKIWFQNRRMKWKK [1] 2]
Pep-1 KETWWETWWTEWSQPKKKRKV 3] [4]

Tat(4758)  GRKKRRQRRRPEQ ST o
Apidaccina GNNRPVYIPQPRPPHPRI [7] 8]
Buforina 2 TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK [9] [10]
Indolicidina ILPWKWPWWPWRR [11] [12]
LfcinB FKCRRIWQWRMKKLGAPSTTCVRRAF [13] [14]
Magainina 2 GIGKFLHSAKKFGKAFVALKAL [15] [16]
PAF26 RKKWEW [17] Este trabajo
Polifemusina RRWCFRVCYRGFCYRKCR [18] [19]

2 [1] (Palm ez al., 2006); [2] (Derossi et al., 1994); [3] (Zhu et al., 2006); [4] Mottis ef al., 2001);
[5] Jung ez al., 20006); [6] (Vives et al., 1997); [7] (Casteels ez al., 1989); [8] (Casteels y Tempst,
1994); (9] (Patk er al, 1996); [10] (Kobayashi es afl, 2004); [11] (Falla et al, 1996); [12]
(Subbalakshmi y Sitaram, 1998); [13] (Tomita ez al., 1991); [14] (Haukland ez 4/, 2001); [15]
(Zasloff, 1987); [16] (Matsuzaki et al., 1995); [17] (Lopez-Garcia ez al., 2002); [18] (Miyata e
al., 1989); [19] (Powers ¢f al., 2006).
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Basandonos en los resultados obtenidos y las similitudes en las
propiedades de secuencia encontradas, sugerimos que ciertos AMP pueden
llegar a tener propiedades de esta clase de péptidos tipo penetratina (Tabla 18).
Asi, incluimos a PAF26 en lo que serfa una nueva subclase de antimicrobianos
para los que proponemos la denominaciéon de péptidos antimicrobianos tipo
penetratina (CP-AMP, del inglés “ce/-penetrating antimicrobial peptides”).

Otra consecuencia importante de nuestro trabajo es que la eficiente
translocaciéon de PAF26 abre el camino para un posible uso del péptido como
un dominio de internalizacion, que podria dirigir la entrada en “cis” de
péptidos o protefnas frente a hongos filamentosos. Esta estrategia ya ha sido
propuestas para alcanzar dianas terapéuticas en el interior de células mediante
el uso de CPP como vectores (Prochiantz, 2007) y ya existen estudios con
fusiones formadas con los péptidos Tat (47-58) (Schwarze ez al., 1999; Silhol,
2002; Noti ez al., 2003) o Pep-1 (Mortis et al., 2001). Ademas, la especificidad
de PAF26 por el hongo P. digitatum permitiria el disefio de fusiones de PAF26 a
proteinas toxicas de forma que les dotarfa de especificidad frente a este hongo,
actuando en el interior celular a concentraciones del orden de nM.
Recientemente, se ha publicado el primer trabajo de creaciéon de una molécula
antimicrobiana selectiva frente a la bacteria Pseudomonas sp., formada por la
fusién de un dominio de 12 aminoacidos especifico por la bacteria y el
antibiético de amplio espectro novispirina, actuando sobre esta bacteria y nada,

o muy poco, frente a E. coli'y Streptococeus mutants (Eckert et al., 2000).

A modo de resumen de los resultados obtenidos durante este trabajo,
presentamos la Figura 51 sefialando la secuencia de interaccién y efectos que
tendrian lugar sobre P. digitatum en funcién de la concentracién y tiempo de
exposicion al péptido PAF26. Asi, el péptido rapidamente interacciona y
difunde por las membranas, translocandose a continuacion al interior celular. A
concentraciones sub-MIC PAF26 causa inhibicién del crecimiento y altera la
morfologia en un estado anterior a la permeabilizacién. Muchas de estas
alteraciones no estan permeabilizadas pudiendo incluso estar rodeadas de areas
o células si permeables al SG. Concentraciones letales del péptido son capaces
de permeabilizar de forma masiva las membranas y producir la muerte celular,
llevandolo a cabo posiblemente mediante un mecanismo litico distinto al que

posee el péptido melitina, como hemos visto.
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Figura 51. Esquema que resume los resultados obtenidos en el estudio
morfolégico de la interaccion entre el péptido PAF26 y el hongo P. digitatum. Se
proponen una serie de etapas en el efecto antifingico de PAF26 que van
acompafiadas de las micrografias representativas en cada proceso.
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Cuando son traslocados al interior celular los CP-AMP podrian
perturbar  las  funciones celulares mediante un(os) mecanismo(s)
independiente(s) al de la disrupcion de las membranas, que incluyen unién a
acidos nucleicos, inhibicién de la biosintesis de proteinas y acidos nucleicos e
inhibicién de ciertas actividades enzimaticas [revisado en (Brogden, 2005)]. Por
ejemplo, en el péptido Indolicidina se han observado propiedades inhibitorias
de la sintesis de macromoléculas y acidos nucleicos en bacterias (Subbalakshmi
y Sitaram, 1998). El péptido LfcinB también es capaz de unirse al RNA y/o

inhibir la sintesis de macromoléculas en el interior celular (Ulvatne e al., 2004).

Dentro de nuestro trabajo, el estudio de la unidon de PAF26 a
potenciales dianas intracelulares tales como los acidos nucleicos, revel6 la
interacciéon i vitro del péptido con tRNA mediante uniones inespecificas
(Figura 35), de forma analoga a lo que se ha demostrado para la AFP de
Apergillus  (Moreno et al., 20006), lo que podria interferir en funciones
intracelulares en donde estuvieran implicados RNAs (ver Figura 52). La
observacién de multinuclearizacién celular provocada por PAF26 (Figura 27)
nos sugiere que el péptido esta afectando intracelularmente a la divisiéon y
distribucién nuclear o a la formacién de septos en las hifas. En vista de este
resultado, este efecto de la accion de PAF26 podtia no ser especifico, y por lo
tanto el perfil de especificidad del péptido frente a hongos filamentosos seria
una consecuencia de distintas interacciones con las envueltas exteriores de los
microorganismos, como se ejemplifica en las diferencias encontradas en su

interacciéon con conidios y células del micelio de P. digitatum.

Los resultados obtenidos durante este trabajo se ajustan y enriquecen
un modelo general de interacciéon y mecanismo de accion de péptidos y
proteinas antimicrobianas sobre microorganismos (Figura 52) (Marcos ef al.,
2008). Este modelo se basa en otros previamente propuestos por otros autores
(Zasloftt, 2002; Brogden, 2005; Bechinger y Lohner, 2000) y destaca de forma
especial que aunque la interacciéon de AMP con bicapas lipidicas y membranas
celulares y capacidad de permeabilizacion es una propiedad y etapa esencial en
el mecanismo antimicrobiano, existen otros procesos, como la interaccioén con
envueltas celulares exteriores, translocacion al interior celular, o presuntas
dianas intracelulares, que deberfan recibir mas atencion en el desarrollo futuro
de nuevos AMP.
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Figura 52. Modelo de la interaccién y modo de acciéon antimicrobiano de AMP basado
en los resultados previos y las observaciones recientes resumidas en el texto. Tal y
como se muestra, es aplicable para células procariotas y eucariotas. (A) El AMP (en
rojo) interacciona con las envueltas exteriores, siendo la atraccién electrostatica la
fuerza inicial que conduce a la interaccién. (B) E1 AMP puede difundir a través de la
pared e interaccionar con las bicapas lipidicas, permitiendo sus propiedades biofisicas
su insercién en las membranas bioldgicas (C), en un proceso dependiente de la
composicion lipidica. Durante esta progresion, los AMP sufren plegamientos debidos
a cambios en el microentorno que podrian aumentar su anfipaticidad y propiedades
antimicrobianas. En este punto, los AMP pueden translocarse hacia el interior celular
(D), desestructurar la arquitectura de la membrana llevando a la permeabilizacion
celular (E), o bien producirse ambos fenémenos en funciéon del balance entre
concentracion de péptido y tiempo de contacto, asi como entre sus propiedades y las
de los componentes celulares implicados. (F) Una vez internalizado, el AMP puede
unirse a DNA, RNA y/o proteinas, alterando procesos como la replicacion, sintesis de
RNA o determinadas actividades enzimaticas. La actuacién intracelular puede también
producir la muerte y la subsiguiente permeabilizacién celular. (G) Otros modos de
accion de AMP son la desestabilizacién de la sintesis, arquitectura o morfologia de la
pared celular. Se conoce ademids, que los microorganismos poseen mecanismos
seflalizadores que detectan la presencia de AMP (H), un proceso necesario para
modificar la expresién génica y responder a la accién de los AMP a nivel de citosol,
membrana, envueltas celulares o exterior celular (I).
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2.5. Posible implicacion de la biosintesis de quitina.

Como una aproximacion paralela al estudio del modo de accién de
PAF26, hemos realizado una comparacion de la diferente sensibilidad al
péptido en cuatro especies de Penicillium confirmando datos previos no
publicados de nuestro grupo (Lépez-Garcia, 2002), y comparandola a su vez
con la que éstas presentan a distintos compuestos antimicrobianos y
situaciones de estrés. Estos aislados han sido seleccionados partiendo de la
hipétesis de la implicacién de los componentes de las paredes/membranas de
hongos en su susceptibilidad a AMP, y en particular de P. digitatum a PAF26 (en

este trabajo).

Como se describi6 anteriormente, los aislados de estas cuatro especies
poseen ademas un interés anadido, al existir en ellos una correlacién entre su
sensibilidad a PAF26 y su virulencia sobre frutos citricos (Lopez-Garceia, 2002).
La Tabla 19 resume los datos de crecimiento de los distintos aislados en cada
una de las condiciones. Asi, el aislado de P. brevicompactum muestra la mayor
resistencia a CEFW, SDS, H,0O, y PAF26, junto con un fenotipo de sensibilidad
al crecimiento a temperatura restrictiva. P. expansum muestra un fenotipo
similar, aunque con menor grado de resistencia a los antimicrobianos. Lo
contrario ocurre con los dos patdgenos de frutos citricos P. italicum y
P. digitatum, que de forma general aunque con excepciones puntuales son

claramente mas sensibles a los antimicrobianos y termotolerantes.

Tabla 19. Crecimiento de especies de Penicillium bajo distintas condiciones.

Compuesto ?

Termo-
Microorganismo tolerancia®  PAF26 CFW SDS H;O,
P. italicun PHI-1 AFFar — — e _
P. brevicompactum PHI-8 — AR AR A 1F +++
P. digitatum PHI-26 + — — _ 4+
P. expansum PHI-65 — 44 4F + +

2 Los simbolos (+) y el codigo de colores (de amarillo a rojo) representan una estimacion
del crecimiento de un microorganismo en las distintas condiciones evaluadas, atribuyendo

la cantidad de (+++) al aislado que mostrd el mayor crecimiento y (

) para el de menor.
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Si comparamos los cuatro compuestos antimicrobianos, la mejor
correlacién con la sensibilidad a PAF26 en distintos hongos se establece con
CFW. Las correlaciones con SDS o H,O, también son buenas aunque
presentan excepciones significativas en cada caso. Asi, la notable capacidad de
P. italicum para crecer en presencia de SDS (Figura 39) estarfa relacionada con
una mayor plasticidad y capacidad de reforzamiento de sus paredes celulares
frente a compuestos o situaciones de estrés que afectan la integridad de las
membranas de la célula (de Groot er al, 2001). Ademas, y debido a que
P. italicum es marcadamente sensible a PAF26, este es un dato que
indirectamente descartarfa una actuacién directa del péptido sobre las

membranas celulares (como ocurre con el SDS).

Las diferencias cualitativas en sensibilidad a H,O, también pueden
argumentarse de la misma manera, y adicionalmente por la eficacia del sistema
celular de sefializacién y/o respuesta al estrés oxidativo. En P. digitatum la
mayor resistencia a H,O, (Figura 39) nos sugiere que este hongo posee
mecanismos mas eficaces de supervivencia frente al estrés oxidativo. En otros
AMP y proteinas antimicrobianas se ha demostrado la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) en los microorganismos susceptibles y se ha
establecido una conexién con su mecanismo antimicrobiano (Lupetti e/ al.,
2002; Kaiserer et al., 2003; Veerman et al., 2004; Aerts e al., 2007). En este
sentido, durante este estudio se exploro la posible presencia de ROS en esporas
y micelio de P. djgitatum tratadas con PAF26, usando como sonda el croméforo
diaminobenzidina (DAB). En estos experimentos no detectamos la formacion
de precipitados de DAB en P. digitatum (datos no mostrados). En conjunto,
estos datos indican que la acciéon de PAF26 sobre P. digitatum no esta mediada

por la formacién de ROS.

La actividad antifingica del CFW se debe a su afinidad por la quitina de
la pared celular fungica, de forma que mutantes de hongos con menores
niveles de quitina en sus paredes muestran mas resistencia al CFW (Ram y Klis,
2000). La correlacion obtenida entre el perfil de sensibilidad a PAF26 y CFW
en los cuatro aislados de Penzillinm nos sugiere la posible implicacion de la
quitina en la susceptibilidad al péptido (Tabla 19). Este resultado se relaciona
con nuestras observaciones realizadas por microscopia en donde, como hemos

comentado, se producen cambios morfolégicos relacionados con pared celular
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y una reorganizacion de la quitina tras la exposicion al péptido, como indica la
tincion con CFW (Figura 25) y se producen alteraciones morfologicas que
podrian considerarse fenocopias de mutantes de hongos en genes de
biosintesis de quitina (Madrid ez a/., 2003; Hill e# al., 2000).

En hongos fitopatdégenos hay evidencias de la implicacion de la quitina
en el proceso de interaccion planta-patégeno (Kaku ef al., 20006), asi como en la
respuesta y susceptibilidad a los mecanismos de defensa de las plantas. Por
ejemplo, se ha demostrado en el hongo F. oxysporum que la disrupcion de un
gen de una determinada quitina sintasa (Chsl”) disminuye la patogénesis y
aumenta la susceptibilidad a compuestos de defensa de plantas, como la
fitoanticipina o.-tomatina y el peréxido de hidrégeno (Madrid ez a/., 2003). El
contenido en quitina de mutantes en el gen correspondiente era sélo
ligeramente menor que la cepa silvestre. Durante el transcurso del presente
trabajo se han realizado experimentos de cuantificacion de la quitina de la
pared celular de los cuatro aislados, siguiendo metodologias utilizadas en otros
trabajos con hongos filamentosos (Martin-Udiroz ef al., 2004). Sin embargo, los
resultados obtenidos no indican diferencias relevantes en el contenido total en

quitina entre los aislados de las cuatro especies utilizadas (datos no mostrados).

Por otro lado, existen ejemplos de mutantes de los hongos F. oxysporum
y Aspergillus oryzae en la biosintesis de quitina con mutaciones en los genes
Chslll y Chsl” que han mostrado menor sensibilidad a la AFP de A. giganteus
(Hagen ez al., 2007). Este mismo estudio mostré que el dominio N-terminal de
la proteina es imprescindible para su unién a quitina, y también necesario
aunque no suficiente para su actividad antimicrobiana. Por otra parte, la
posible correlacion de la susceptibilidad a PAF26 con el contenido o
accesibilidad de la quitina podria estar relacionada con la menor susceptibilidad
que hemos visto de . cerevisiae a la interaccion y efecto del péptido (Figura 34),
al poseer la levadura en su pared celular hasta 10 veces menos quitina que los
hongos filamentosos (Bulawa, 1993; Klis ¢z a/., 2002).

Asi pues, y dependiendo de su implicacion en la actividad
antimicrobiana de un compuesto dado, el mayor contenido en quitina podria
estar relacionado con una menor susceptibilidad si aporta un reforzamiento de

pared que impide el paso de pequefias biomoléculas (o-tomatina o H,O,) o
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una mayor susceptibilidad si es la diana de una proteina (AFP de A. gigantens) 6

péptido (como proponemos para el caso de PAF26).

Hay que sefalar que estudios con mutantes del hongo A. nidulans han
demostrado la correlacién entre un menor contenido en quitina y B-glucanos
con un incremento en su sensibilidad a la temperatura restrictiva (Borgia y
Dodge, 1992; Momany ef al., 1999). Estos mutantes, fueron capaces de crecer
al anadir en el medio un osmoestabilizador como el D-sorbitol. Esta situacion
parece ser paralela a la observada en nuestros experimentos (Tabla 19), si es
que asumimos que la mayor sensibilidad a PAF26 se pueda deber a un mayor
contenido en quitina que a su vez se relacionarfa con una mayor
termotolerancia. En cualquier caso, la situacién es evidentemente mas
complicada. Como hemos visto en la Introduccién, la compleja pared celular
de hongos filamentosos esta compuesta en su mayotia por quitina, pero
también por a- y B-glucanos, unidos a glicoproteinas en una intrincada red (ver
esquema en Figura 3). No podemos descartar que la cuestion relevante sea la
accesibilidad a la quitina, que vendria determinada por la densidad y estructura
de glucanos y proteinas acompafantes. Recientemente se ha subrayado que una
mayor sensibilidad a CFW también puede deberse a alteraciones primarias en la

biosintesis de B-glucanos, glicoproteinas o proteinas GPI (Ram y Klis, 20006).

Como consecuencia de los resultados y conclusiones que acabamos de
resumir, en nuestro grupo hemos iniciado una aproximacion al estudio de los
factores implicados en el efecto de PAF26 y CFW sobre P. digitatum y su
relaciéon con la virulencia sobre frutos, mediante la creaciéon, aislamiento y
caracterizacion fenotipica de una colecciéon de mutantes del hongo con mayor
resistencia a estos compuestos. El trabajo esta todavia en pleno desarrollo,
pero podemos adelantar que existe una correlacion general, aunque no
completa, de la sensibilidad a PAF26 y CFW en distintos mutantes de

P. digitatum (datos no mostrados)

197



Discusién

3. APLICACION DE AMP EN EL CONTROL DE PATOLOGIAS
POSTCOSECHA.

Existe en la actualidad un incremento en el nimero de AMP con
actividad z witro frente a microorganismos fitopatogenos que han sido
propuestos como una alternativa para el desarrollo de nuevas estrategias de
proteccion vegetal (Jaynes ef al., 1987; Casteels ez al., 1989; Rao, 1995; van der
Biezen, 2001; Montesinos, 2007). La comparacion de los resultados 7 vitro de
distintos AMP obtenidos en diferentes laboratorios debe realizarse con cautela.
Las variaciones de cepas microbianas, condiciones de cultivo, formato de los
ensayos y modificaciones en los péptidos (acetilacion, amidacion o sintesis con
D- o L-aminoécidos), suman diferencias entre AMP que pueden hacer dificil la
comparacion. Ademas, la cuantificaciéon 7z vitro del crecimiento de hongos
filamentosos utilizando métodos espectrofotométricos puede ser imprecisa
(Pryor et al, 2007). En este trabajo hemos llevado a cabo la comparacién
paralela de la actividad de distintos péptidos a través de estudios 7 vitro y de
bioensayos de control de la podredumbre sobre el propio material vegetal. Esta
evaluacion en paralelo permite (i) la seleccion AMP candidatos para su
desarrollo como alternativa de control a las podredumbres de frutos citricos
causadas por P. digitatum y (ii) la obtencién de conclusiones generales sobre la

actividad 7# vivo de los péptidos en el microentorno del fruto.

3.1. Eficacia de distintos AMP en condiciones de postcosecha.

Todos los resultados previos de nuestro grupo en los bioensayos de
inoculacién de frutos con los péptidos PAF fueron llevados a cabo con sus D-
estereoisomeros, incluyendo el caso de PAF26D (Lopez-Garcia e al., 2000;
2002; 2003). En este trabajo, hemos demostrado por primera vez una
proteccion significativa de los frutos con las versiones L- de los péptidos
PAF26, PAF38, PAF40, y también de BMO (Figura 46A, Figura 48 y Figura
49). El uso de L-estereoisbmeros es un requisito indispensable en la
producciéon de AMP mediante su expresion en organismos modificados

genéticamente (ver apartado siguiente).

Sin embargo, la utilizaciéon de L-estereoisémeros tiene un problema
potencial relacionado con su susceptibilidad a la degradacién proteolitica. En la

identificacién de algunos péptidos como BP15 y BP76, se incluyé un criterio
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de seleccion basado en su estabilidad frente a la degradacion proteolitica (Ferre
et al., 2006). Nuestros resultados positivos con los estereoisomeros L- nos
podrian indicar que la susceptibilidad a la degradaciéon proteolitica no es

relevante, al menos en estos péptidos y bajo nuestras condiciones de ensayo.

Varios de los péptidos evaluados tienen una actividad inhibitoria del
crecimiento de P. digitatum similar pero difieren en su letalidad frente a conidios
en estado quiescente del hongo. A diferencia de lo que ocurre con melitina,
indolicidina, BP15 o BP76, hemos observado que los péptidos PAF26, PAF38,
PAF40 y BMO tienen actividad fungicida sobre conidios (Figura 46B y Figura
47). Se ha descrito que la actividad fungicida del péptido cecropina A se
observa frente a micelio y conidios del hongo Fusarium sp., pero solo frente a
micelio y no sobre conidios de Aspergillus sp. (De Lucca et al, 1997).
Investigaciones posteriores explicaron este comportamiento al encontrar en el
péptido hasta 3 sitios de corte en su extremo N—terminal debidos a proteasas
extracelulares de conidios del hongo A. flavus, lo cual explicaria la carencia de
actividad del péptido frente a las esporas de este hongo (Bland y De Lucca,
1998). En base a estos resultados, de forma indirecta se podria concluir que la
actividad de los péptidos PAF y BMO frente a conidios de P. digitatum, a
diferencia de lo que sucede en otros péptidos que hemos ensayado, es debida
también a una mayor resistencia a la degradacién por posibles proteasas
extracelulares secretadas por el hongo. Sin embargo, anteriormente se ha
mostrado que PAF19 presenta una cierta susceptibilidad a la degradacion 7
vitro en presencia de un sobrenadante de P. digitatum crecido en medio rico
PDB (Lopez-Garcia et al, 2000). A pesar de ello, nuestros estudios de
localizaciéon subcelular de FITC-PAF26 en su interaccién con P. digitatum,
muestran que el péptido (o al menos un derivado de él) es lo suficientemente

estable para ser traslocado al interior celular (Figura 33C-E).

Se han encontrado diferencias importantes entre los datos de inhibicion
del crecimiento 7z vitro y los de experimentos de co-inoculacién sobre frutos.
En nuestro patosistema, la alta actividad inhibitoria de los derivados de LfcinB,
melitina o los péptidos BP (Figura 17 y Figura 45A), no se corresponde con un
nivel de proteccién significativo sobre frutos (Figura 22, Figura 46A y Figura
48). Esto demuestra que la identificaciéon de péptidos con actividad de control

de enfermedades de plantas deberfa incorporar bioensayos confirmatorios de
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los datos obtenidos 7z witro. En ese sentido, las enfermedades postcosecha
representan un buen modelo experimental al poder realizarse el escrutinio de
péptidos en un entorno relativamente estable y que refleja realmente las

condiciones comerciales de almacenamiento postcosecha.

Los mejores resultados de control de las podredumbres son alcanzados
al aumentar el tiempo de tratamiento de las esporas con los péptidos (Figura 46
y Tabla 16), muy probablemente debido a las diferencias observadas en la
actividad de los péptidos sobre conidios. Este resultado enfatiza la importancia
del disefio de los bioensayos en relacion con la obtenciéon de resultados
experimentales fiables y discriminatorios de las actividades de distintos
péptidos. Esta observaciéon acerca del tiempo de aplicaciéon y efectividad
deberia considerarse, ademas, en el desarrollo futuro de estrategias de
aplicacién de AMP para el control de enfermedades postcosecha. Se debe tener
en cuenta que la mayoria de las infecciones fungicas de frutos permanecen en
estado quiescente o bajo una infeccién latente, hasta el momento de recepcion
de las sefales oportunas que inicien el proceso de infecciéon en el hongo
(Prusky y Lichter, 2007).

La metodologia experimental que hemos utilizado en los bioensayos no
es extrapolable a lo que sucederfa en aplicaciones practicas de péptidos
antimicrobianos en una central hortofruticola, aunque nos ha servido para
destacar la relevancia de la actividad fungicida de determinados AMP. Hay que
destacar que si se resuelve el problema de la produccién a gran escala de
péptidos (ver apartado siguiente) y se consigue distribuir el péptido por toda la
superficie del fruto como en un tratamiento postcosecha convencional, la
dualidad de actividad fungicida y fungiestatica de los péptidos caracterizados

los hace muy prometedores desde el punto de vista de aplicacién practica.

La actividad inespecifica, entendida como actividad de los AMP frente
a organismos no diana, también debe ser considerada en la seleccién de
péptidos candidatos. Los distintos perfiles de especificidad de los péptidos
estan relacionados en gran medida con las diferentes composiciones de las
envueltas microbianas (Zasloff, 2002; Brogden, 2005; Hancock y Sahl, 2000).
Como hemos visto ya, los péptidos PAF, BP y BMO poseen distintos perfiles
de especificidad antimicrobiana, siendo marcadamente mas bactericidas los

péptidos BP (Tabla 17). Claramente, la seleccion de los péptidos en cada caso
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dependera del espectro de acciéon necesario para cada cultivo o producto
vegetal. En el caso de las podredumbres postcosecha de citricos, los patégenos
bacterianos no causan perdidas significativas, por lo que son deseables AMP
mas antifingicos. Siguiendo esta logica, PAF40 podtia ser seleccionado al tener
un buen balance de actividad y especificidad (Tabla 17), mostrando mas de un
50% de control de las podredumbres de frutos a concentraciones tan bajas
como 2 uM (Figura 48).

Los datos de toxicidad inespecifica son importantes en el desarrollo de
péptidos de aplicaciéon en proteccion vegetal. Asi, para el péptido de disefio
D4E1 (Tabla 4 y Tabla 5), se demostré que es mas activo que AMP naturales y
que no presenta un efecto téxico sobre la germinaciéon del polen y de las
semillas de diversas especies de arboles (Jacobi ez a/, 2000). Salvo en
excepciones como ¢ésta, la toxicidad inespecifica en la mayoria de estudios
sobre AMP se ha evaluado a través de ensayos de hemolisis sobre glébulos
rojos humanos. En nuestro trabajo también hemos seguido esta aproximacion
sirviéndonos como control el péptido melitina. Aunque no hemos realizado
ensayos de fitotoxicidad, que son relevantes en el caso de péptidos orientados a
proteccion vegetal, hay que destacar que todos los péptidos PAF, el péptido
BMO y los derivados de la LfcinB mostraron valores de hemolisis despreciables
a 100 uM (Tabla 11 y datos no mostrados), lo que los hace potencialmente muy
interesantes. Solo la indolicidina tuvo un valor en torno a 1,5% a esa
concentracion. En un trabajo independiente se ha demostrado que una variante
del péptido PAF20, sin acetilar y sin amidar, presenta ausencia de toxicidad
frente a queratinocitos humanos, medida mediante ensayos que cuantifican su
citolisis (Lopez-Garcia e al., 2007).

Los estudios futuros sobre la utilizacion de péptidos PAF vy
relacionados en medidas de protecciéon vegetal deberan evaluar la potencial
apariciéon de resistencias en los microorganismos a su acciéon antimicrobiana.
Debido al modo de acciéon de PAF26 que hemos postulado, que incluye
distintos efectos antifungicos sobre P. digitatum (inhibitorios y letales) habria
que prever que el desarrollo de resistencias por mutaciéon puntual es mas
improbable que en el caso fungicidas comerciales con un modo de accién mas
definido, tal y como se asume de forma general para el caso de AMP (Peschel y

Sahl, 2006). Pero no podemos descartar otros mecanismos de resistencia,
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como hemos revisado en la Introduccion (Peschel, 2002; Peschel y Sahl, 2000).
En este sentido, una de las lineas futuras de investigacién que creemos
prioritaria es la caracterizaciéon de los cambios genéticos y moleculares en los
microorganismos por exposicion a péptidos antimicrobianos, y en concreto a
los péptidos PAF, que nos permita aportar datos sobre las respuestas a la
accion de los péptidos y sobre sus posibles mecanismos de acciéon molecular y
celular. En el caso del organismo simbionte de alfalfa Szzorbizobinm meliloti se ha
escrutado una coleccién de mutantes en la busqueda de genes que muestran
mayor sensibilidad a protamina (Nogales ¢7 a/., 2006). Algunos de los defectos
genéticos encontrados apuntan a la implicacion de la biosintesis de glucanos de
pared y de transportadores ABC de membrana. Sin embargo, la implicacién de

otras alteraciones no esta tan clara.

Nuestro trabajo revela diferencias entre los péptidos estudiados en su
actividad frente a diferentes microorganismos, su efecto fungicida frente a
conidios de P. digitatum y su control de las podredumbres de frutos alcanzado
mediante co-inoculacién con el hongo. Estos resultados subrayan la utilidad
potencial de estos pequefios AMP catibnicos, ricos en triptofano e
hidrofébicos, como una fuente de péptidos especificos frente a hongos
patégenos de plantas, y en particular de postcosecha. Ejemplos son los casos
de los péptidos PAF y de BMO. Estos péptidos estan dotados con actividad
fungicida frente a conidios de P. djgitatum, las estructuras de supervivencia del
hongo, que deben tomarse en cuenta en el desarrollo de estrategias futuras de

control basadas en el uso de AMP.

3.2. Estrategias de produccion y utilizacion de AMP.

Se pueden plantear distintas estrategias para el uso de péptidos
antimicrobianos en protecciéon vegetal, y también en el control de
podredumbres postcosecha. En la Introduccién ya hemos revisado
exhaustivamente el creciente nimero de trabajos en los que se abordan la
producciéon de AMP mediante expresion heteréloga en plantas transgénicas, de
tal forma que se consigue la produccion del péptido 7 situ en el tejido vegetal

que debe ser protegido de la infeccion (ver Tabla 5) (Montesinos, 2007).

La produccion por biotecnologia también puede llevarse a cabo no por

la planta, sino por un microorganismo de biocontrol (BCA), frente al cual el
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péptido no fuera activo, y al que se le dotaria de esta forma de un mecanismo
adicional en su actuacién antagonista sobre el fitopatégeno. De forma analoga,
se ha incrementado la capacidad de biocontrol de cepas de Trichoderma
mediante la (sobre)expresion de enzimas con capacidad para degradar la pared
celular del hongo [revisado por (Benitez et al, 2004)]. Un requisito para la
utilizacion de esta estrategia es que el péptido o proteina antimicrobiana no
tenga actividad contra el microorganismo productor. La mayor actividad sobre
P. digitatum y menor sobre bacterias y levaduras, hace posible la aplicacion
combinada de PAF26 y/o PAF40 con otros microorganismos que actien de
BCA (bacterias o levaduras), de forma que se potenciarfa la proteccion de un
agente en presencia del otro y viceversa. En anteriores trabajos de nuestro
grupo, se comprobé que el uso de PAF26 sintético en combinacién con
distintas especies de levaduras BCA aisladas de la superficie de frutos citricos,
produjo mejores resultados de proteccion contra la podredumbre que cada
método de control por separado (Lopez-Garcia, 2002; Veyrat ez al., 2004). Un
trabajo muy relevante y relacionado con esta estrategia, fue la produccion del
undecapéptido Pep3 (ver Tabla 3) (Cavallarin ef @/, 1998) en la levadura
S. cerevisiae modificada genéticamente (Jones y Prusky, 2002). Aunque la
levadura utilizada no era un BCA sino una cepa habitualmente utilizada en
laboratorio, su co-inoculaciéon en frutos de tomate junto con el patégeno

Colletotrichum coccodes redujo la podredumbre causada por el hongo.

Los problemas de aceptacion social a la utilizaciéon de organismos
modificados genéticamente en agroalimentacién hacen recomendable buscar
estrategias alternativas a las ya expuestas. Una aplicaciéon obvia serfa el uso de
AMP en forma de aditivos fitosanitarios, directamente en campo durante la
fase de cultivo o sobre etapas posteriores al cosechado de productos
(postcosecha). Sin embargo, el alto coste de los péptidos sintéticos limita su
uso como tales para aplicaciones agroalimentarias, por lo que serfa necesario
recurrir de nuevo a aproximaciones biotecnolédgicas, evitando en este caso la

utilizacion directa de organismos transgénicos.

En ese sentido, existe un alternativa interesante. Se esta explorando
intensamente la utilizacién de la agricultura en la produccién de compuestos
bioactivos, en especial proteinas recombinantes de interés biofarmacéutico,

dentro de las llamadas granjas moleculares o “molecular farming’ (Daniell ef al.,
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2001; Twyman ez al., 2003). Se trata de utilizar las plantaciones como factorias
de produccién a gran escala y con bajos costes. La validez de la aproximacion
ya estda demostrada y se dispone de algunos ejemplos comerciales de productos
de primera generacién (Twyman e7 al., 2003). Muchas de las proteinas vegetales
antimicrobianas, como es el caso de las defensinas (Thomma ez 4/, 2002), se
producen y almacenan mayoritariamente en semillas, las cuales ofrecen ventajas
obvias para su almacenamiento, conservacion y procesado (Boothe ez al., 1997).
Asi, se ha desarrollado la expresiéon de la proteina lactoferrina humana en
granos de arroz para su utilizaciéon en formulados de leches maternizadas
(Nandi e al, 2002), y también se ha conseguido extraer la proteina

recombinante para su utilizacién nutracéutica (Nandi e7 /., 2005).

La produccién de péptidos bioactivos mediante el uso de factorfas
celulares de microorganismos modificados genéticamente, que produzcan los
péptidos de forma continua y estable, en cantidades suficientes y costes
aceptables, también merece ser considerada. Un aspecto importante es
obviamente la utilizacién de sistemas de expresion condicionales, dadas las
propiedades antimicrobianas de estos péptidos. El alto interés de esta opcion
ha motivado distintos estudios de optimizacioén de las estrategias, propiedades
de los péptidos y sus genes sintéticos para tal fin (Zhang ez al., 1998a; Ingham y
Moore, 2007). Estas fabricas celulares de péptidos podrian ser
microorganismos capaces de ser modificados y susceptibles de optimizacion

para la produccion a escala industrial de estas biomoléculas.

En este sentido, la levadura Pichia pastoris ofrece notables ventajas en
cuanto a sus niveles de expresion, estabilidad y posibilidad de producir el AMP
a escala industrial. Mediante este sistema se ha descrito la producciéon de
distintas defensinas (Almeida e @/, 2001; Wisniewski ¢z al., 2003; Cabral e al.,
2003), de la LF porcina (Chen ez al., 2004; Pecorini ef al., 2005) y caprina (Chen
et al., 2007), o del péptido cecropina A y derivados (Jin e al., 2006a; 2006b).

La expresion mediante sistemas procariotas ofrece cuantitativamente
mayores capacidades de produccion, y podria ser incluso aconsejable en el caso
de péptidos o proteinas antifungicas que por tanto podrian ser téxicos para
microorganismos como levaduras. En E. w/, y en el entorno de nuestro
estudio, ya se conocen distintos trabajos de produccion de indolicidina (Morin
et al., 2005) o de péptidos derivados de lactoferricina (Kim e al., 2006; Feng ez
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al., 20006). En esta bacteria se han descrito sistemas de expresion de péptidos
catiénicos producidos en tandem, fusionados a un espaciador sintético y que se
acumulan en cuerpos de inclusion que llegan a representar el 50% del total de
proteinas celulares de la bacteria, llegando a obtener niveles de produccion en
torno a 1 g/L de péptidos con actividad antimicrobiana testada (Metlitskaia ez
al., 2004). Sin embargo, la produccién de AMP en algunos casos no es del todo
efectiva, obteniéndose en otros trabajos rendimientos menores, entre 0,1 y
300 mg/L de cultivo Motin ¢ al, 2005). En nuestro grupo, hemos iniciado
una linea de trabajo para la producciéon de PAF26, LfcinB,, 5 e Indolicidina,
utilizando microorganismos modificados genéticamente, aunque hasta la fecha

no hemos obtenido resultados positivos.

Es evidente que la utilizacion de péptidos antimicrobianos en
proteccion vegetal y conservacion postcosecha es una alternativa prometedora
y que merece continuar siendo explorada, tal y como nuestro grupo ha
contribuido a poner de relieve. Pero también es cierto que la produccion
biotecnoldgica de dichos péptidos, utilizando metodologias de bajo coste y
garantizando la seguridad biolégica de los sistemas de produccién, es uno de
los cuellos de botella de estas estrategias y en los que mas habremos de invertir

mas esfuerzos en un futuro cercano.
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Péptidos de seis y quince residuos de aminoacidos derivados del dominio
antimicrobiano de la lactoferrina bovina son inhibitorios del
crecimiento 7z vitro de diversos hongos fitopatégenos. Muestran una
actividad inhibitoria similar al hexapéptido PAF26, pero sin embargo

una menor capacidad fungicida sobre conidios de Penzcillinm digitatum.

El derivado de lactoferricina de 15 residuos (LfcinB,, ;) a concentraciones
subinhibitorias es capaz de inducir una serie de alteraciones morfologicas
en el crecimiento del micelio de P. digitatum. A concentraciones mas altas
produce el colapso y la desestructuraciéon de las paredes celulares del

hongo y su permeabilizacién celular.

El estudio del mecanismo de acciéon del hexapéptido PAF26 frente a
P. digitatum ha revelado efectos sobre el crecimiento y morfologia del
micelio del hongo no correlacionados con la permeabilizacion celular,

y que probablemente la anteceden.

PAF26 y el péptido citolitico melitina presentan diferencias
significativas en sus efectos sobre P. digitatum, destacando su diferente

capacidad de citolisis y actividad fungicida sobre conidios.

El marcaje fluorescente de PAF26 y la microscopia confocal han permitido
visualizar la interacciéon del péptido con las envueltas externas de
P. digitatum y su posterior internalizacién celular, a concentraciones sub-
micromolares, y sin que se produzca permeabilizacion. PAF26 es un
péptido catidnico rico en triptéfano que perteneceria a una nueva subclase
de antimicrobianos para los que proponemos la denominacién de
péptidos  antimicrobianos tipo penetratina (“cell-penetrating
antimicrobial peptides”, CP-AMP).
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Proponemos la implicacion de la biosintesis de quitina de las paredes
celulares de P. digitatum en la interaccién del hongo con PAF26, y/o en su
respuesta frente a la acciéon del péptido. Siguiendo esta propuesta, el
contenido en quitina o su accesibilidad determinaria la sensibilidad de
distintos hongos filamentosos a PAF26 y probablemente a otros AMP.

Se han identificado nuevos heptapéptidos derivados de PAF26 con
distintos petfiles y propiedades antimicrobianas y con ausencia de

citolisis frente a glébulos rojos humanos.

El heptapéptido PAF38 mostré la mayor potencia antimicrobiana de
amplio espectro; PAF40 mostré la mejor relaciéon entre potencia y
especificidad sobre P. digitatum; PAF41 y PAF42 tuvieron una actividad
destacable sobre el patégeno de arroz Magnaporthe grisea, que a su vez fue el
que presento particularidades mas evidentes en lo que a su sensibilidad a

péptidos se refiere.

La evaluaciéon en paralelo de distintos AMP a través de bioensayos de
inoculacién sobre frutos citricos ha demostrado la importancia de distintas
propiedades de los péptidos en el control de las infecciones fungicas
postcosecha. PAF38, PAF40 y BMO han mostrado los mejores
resultados de control del desarrollo de la infeccion.

La especificidad de los péptidos PAF y relacionados, su actividad
fungicida, ausencia de hemolisis y actividades comparables de sus
estereoisomeros D- y L- hacen a estos péptidos buenos candidatos en el
disefio de estrategias y aplicacion de AMP en proteccion vegetal y en
el control de patologias de postcosecha.
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busqueda de nuevas alternativas para
el control de las enfermedades
causadas por hongos fitopatégenos,
en concreto en la utilizacién de
péptidos antimicrobianos en proteccién
vegetal.

A lo largo de este trabajo se han
identificado y caracterizado distintos
péptidos sintéticos con actividad
antimicrobiana frente a hongos
fitopatdogenos de interés agronémico,
obteniéndose variaciones en su
actividad antifungica, modo de accién,
especificidad de microorganismo,
citotoxicidad, asi como diferencias en
su capacidad de control de las
podredumbres postcosecha de frutos
citricos causadas por el hongo
Penicillium digitatum.
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