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RESUMEN

Penicillium digitatum (Pers.) Sacc. es un hongo necrotrofo y el principal
causante de podredumbres postcosecha de frutos citricos, siendo responsable de
importantes pérdidas en la produccion. Nuestro grupo ha trabajado en la
caracterizacién de péptidos antimicrobianos (AMP) como potenciales antifingicos
para ser aplicados en el ambito de proteccion vegetal y la conservacion
postcosecha. El conocimiento del mecanismo de accion antimicrobiana de estos
AMP es crucial para mejorar sus propiedades antifingicas y especificidad, asi como
para posibilitar su aplicacion futura. PAF26 es un hexapéptido sintético del tipo
penetratina que inhibe el crecimiento e infeccion de P. digitatum a concentraciones
micromolares, y que ha sido propuesto como modelo para la caracterizacion de
esta clase de péptidos. En esta tesis se ha profundizado en la caracterizacion del
mecanismo de accidén de PAF26 sobre S. cerevisiae como microorganismo modelo.
Mediante microscopia confocal, se ha demostrado que PAF26 marcado
fluorescentemente interactia primero con las envueltas celulares, se internaliza en
vacuolas y luego se libera al citoplasma coincidiendo con la muerte celular, de
forma similar a lo observado en N. crassa. Se ha constatado que los dominios
cationicos e hidrofobicos de PAF26 se requieren para su actividad, siendo el
dominio catidnico necesario para su interaccién y el dominio hidrofébico para su
internalizacion. El péptido se localizd principalmente en las vacuolas de la cepa
resistente Aargl, mutada en un gen del metabolismo de la arginina. Se ha
demostrado que la actividad fungicida de PAF26 depende de una pared celular
funcional ya que los protoplastos de levadura fueron menos sensibles al péptido.
Por otro lado, se ha confirmado que cepas mutantes con deleciones en los genes
de N- y O-glicosilacion de proteinas FOS1y PMT2 son resistentes a PAF26 y a otro
AMP del tipo penetratina derivado de la histatina 5. Ademas, la mutacién del gen
FEOS1 bloqued la internalizacion del péptido PAF26 y esta localizacion diferencial no
cambié en protoplastos. Estos datos sugieren que Eoslp participaria en la
glicosilacién de proteinas de la pared celular necesarias para la internalizacion y

por consiguiente actividad antifingica de PAF26.

XXI



Resumen

Las manosiltransferasas de proteinas (PM7) catalizan la primera reaccion
de O-glicosilacion de proteinas y se han implicado en morfogénesis y virulencia de
patogenos flngicos, asi como en la sensibilidad de S. cerevisiae a péptidos
antiflgicos como acabamos de describir. Por ello, en esta tesis se ha abordado la
identificacion de los genes de la familia PMT en P. digitatum, encontrandose un
miembro para cada una de las tres subfamilias PMT. Las proteinas deducidas
PdigPmtlp, PdigPmt2p y PdigPmt4p presentan los dominios conservados
caracteristicos de las PMT. Se demostré que PdigPMT2 es un ortdlogo funcional de
PMT2 de S, cerevisiae mediante ensayos de complementacion funcional. Se
analizaron los cambios de expresion de los genes PMT por PCR cuantitativa y se
comprobd que se inducen durante el crecimiento /n vitro del hongo e incluso bajo
condiciones de estrés osmotico y oxidativo, y durante la infeccion sobre frutos
citricos. Por el contrario, los tres genes fueron fuertemente reprimidos en el hongo

expuesto a PAF26.

Para conocer en mas detalle la funcidon de la familia génica PMT de
P. digitatum se puso a punto la transformacion genética de este hongo usando la
bacteria fitopatdgena A. tumefaciens. Se obtuvieron varias cepas transformantes
para la expresion constitutiva de los tres genes PMT y sélo un mutante con la
delecién del gen PdigPMT2 (PDEH515). La caracterizaciéon fenotipica de PDEH515
reveld la importancia de PdigPMT72 en el crecimiento, conidiogénesis, sensibilidad a
compuestos antifingicos y virulencia de P. digitatum. PDEH515 se caracterizd por
un crecimiento reducido que fue osmorremediable y una fuerte reduccion en la
produccion de conidios. Ademas, se observd por microscopia de fluorescencia la
formacién andémala de conidiéforos y defectos morfoldgicos en su micelio. El
mutante PDEH515 fue mas sensible a blanco de calcofltior y rojo Congo, mientras
gue exhibidé un leve incremento de tolerancia a especies reactivas de oxigeno. Por
otro lado, los conidios fueron resistentes a PAF26 confirmando que la glicosilacién
de proteinas determina la sensibilidad a péptidos antiflingicos en hongos. Se
comprobd que PdigPMT2 es necesario para la completa virulencia de A. digitatum

sobre frutos citricos.
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INTRODUCCION

1. Podredumbres postcosecha de frutos citricos

Espafia es uno de los paises con mayor produccion de frutos citricos
ocupando la quinta posicién mundial en el ano 2010 (5,6 millones de toneladas) y
es el pais lider de exportacion de citricos para consumo en fresco
(www.faostat3.fao.org). Las patologias fungicas son una de las principales causas
de las pérdidas ocasionadas durante la manipulacion y conservacion postcosecha
de los frutos. Los porcentajes que se pierden en la produccién varian segun las
condiciones ambientales dependiendo de la campaia, la época del afio, la madurez
del fruto, y los procesos de recoleccion, almacenamiento, confeccion vy
comercializacién. Se estima que entre el 3 y el 5 % de las pérdidas postcosecha
son debidas a podredumbres, pudiendo alcanzar el 8-12 % en anos de climatologia
favorable para el desarrollo de las infecciones fungicas (Tuset, 1987). Si
consideramos solo la produccion anual de citricos de la Comunidad Valenciana,

estas pérdidas representarian un minimo de 150000 toneladas.

En Espafia se han identificado alrededor de una veintena de especies de
hongos responsables de podredumbres en los frutos citricos (Tabla 1). La
incidencia de una especie u otra varia dependiendo de la campana,
comercializacion y, dentro de la misma, segun la localizacion geografica de las
areas citricolas. Los hongos Penicillium digitatum 'y Penicillium italicum, causantes
de la podredumbre verde y azul, respectivamente, contribuyen al 60-80 % del total
de los podridos producidos (Tuset, 1987). Ambos hongos estan estrechamente
relacionados filogenética y bioldgicamente (Tuset, 1987; Lopez-Garcia et al.,
2002). A diferencia de P. digitatum, P. italicum se desarrolla principalmente
durante la frigoconservacion a temperaturas préximas a 5°C y si bien es un
patdgeno importante de frutos citricos también puede atacar otros frutos y

vegetales.
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Tabla 1: Hongos patdgenos de postcosecha.

Agente causal Nombre de la Enfermedad
Peniciflium djgitatum Pers. Sacc. Podredumbre verde
Peniciflium italicum Stoll Podredumbre azul

Botrytis cinerea Pers. Podredumbre gris
Geotrichum candidum Link Podredumbre amarga
Rhizopus stolonifer var. stolonifer (Ehrenb.)

Vuill. Podredumbre por Rhizopus

Rhizopus oryzae Went & Prins. Geerl.
Alternaria citri Ellis & N. Pierce

Alternaria alternata (Fr.) Keissl.

Phytophthora citrophthora (R. E. Sm. & E. H.

Podredumbre negra

Podredumbre marrén

Sm.) Leonian

Colletotrichum gloesporioides (Penz.) Penz. &

Sacc. [teleomorfo Glomerella cingulata Antracnosis
(Stoneman) Spauld. & H. Schrenk ]

Cladosporium herbarum (Pers.) Link Podredumbre verde-gris
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary Podredumbre blanca
Diplodia natalensis Pole-Evans Podrido del tallo

Entre las especies flingicas de menor incidencia durante la postcosecha y
conservacion de los frutos citricos (Tabla 1) se encuentran otros patdgenos de
heridas como Botrytis cinerea'y Geotrichum candidum que causan la podredumbre
gris y la podredumbre amarga, respectivamente (Tuset, 1987), Alternaria citri que
produce la podredumbre negra infecta el tejido interno del fruto cuando estad
dafiado o fisioldgicamente débil. Estos hongos junto con RhAizopus stolonifer, estan
habitualmente presentes en las centrales hortofruticolas y en sus camaras de
frigoconservacion, representando una importante fuente de contaminacion en
estos casos (Tuset, 1987). Phytophthora citrophthora infecta los frutos citricos sélo
cuando los frutos permanecen himedos durante largos periodos de tiempo
produciendo la podredumbre marrén. Colletotrichum gloeosporioides es el Unico
patdgeno postcosecha que penetra en el tejido del fruto mediante la formacion de

apresorios y da lugar a la antracnosis.
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1.1. Penicillium digitatum es el principal patogeno postcosecha de

frutos citricos

El hongo Penicillium digitatum (Pers.) Sacc. es el principal agente
causal de las podredumbres postcosecha en los frutos citricos del mediterraneo. Su
clasificacion taxondmica se encuentra detallada en la Tabla 2 (www.eol.org);
pertenece al subphylum Pezizomycotina y se caracteriza por ser un hongo

imperfecto cuya fase sexual no se conoce.

Tabla 2. Clasificacion taxondmica.

Reino Fungi

Phylum Ascomycota

Subphylum Pezizomycotina

Clase Eurotiomycetes

Orden Eurotiales

Familia Trichocomaceae

Género Penicillium

Especie Peniciflium djgitatum (Pers.) Sacc.

Su estructura de reproduccion asexual son los conidiéforos formados por
hifas fértiles que portan los conidios (Figura 1). Los conidiéforos son biverticilados
0 asimétricos segun las ramas que presenten, y estan formados por un ndmero
indefinido de métulas que portan las fialides (en nimero limitado de 3 a 5). Las
fidlides o células conididgenas terminan en largas cadenas basipétalas de conidios
(130-160 um). Estos son lisos, de forma eliptica con una longitud de 3,5-12 um vy

ancho de 3-8 um presentando una coloracion verde oliva en masa.

Un aspecto relevante es que P. digitatum afecta especificamente a los
frutos citricos, ya que no ha sido descrito de forma natural en otros 6rganos
vegetales. Es un hongo necroétrofo que penetra en el tejido vegetal a través de las
heridas producidas por agentes externos bidticos o abidticos en la parte coloreada
de la piel del citrico (flavedo) (Tuset, 1987, 1999).
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Figura 1. Reproduccion asexual de P, digitatum.

A) Esquema de la estructura de los conidiéforos y sus partes con distintos niveles de
ramificacion y B) Visualizacion de los conidioféros en microscopia dptica con contraste
interferencial diferencial DIC (Mufioz, 2008).

Los conidios son la principal fuente de indculo para el desarrollo de esta
enfermedad ya que pueden permanecer latentes sobre la superficie de los frutos
hasta que se den las condiciones propicias para su germinacion y colonizacion de
los frutos (albedo). Entre los factores que favorecen la infeccién se encuentran la
presencia de roturas en el flavedo, el estado avanzado de maduracion del fruto, y
las condiciones ambientales adecuadas como temperatura (24 °C) y humedad del
aire (80 %). La contaminacion por este hongo procede mayoritariamente del
campo, aunque también ocurre durante la recoleccion, transporte, confeccién y

comercializacion de citricos (Tuset, 1987).

El ciclo bioldgico infectivo de P. digitatum se representa en la Figura 2. La
principal sintomatologia de la enfermedad que produce es la maceraciéon de los
tejidos del fruto que da lugar a una pérdida de su consistencia y desencadena en
una pudricién blanda caracteristica. El signo visible del desarrollo del hongo es la
presencia del micelio blanquecino sobre la superficie de la lesion que luego cambia
al color verde olivaceo debido a la esporulacién del patdgeno. Los cultivos axénicos
de este hongo en placas de agar patata dextrosa (PDA) son colonias tipicas de

color verde.
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Figura 2. Ciclo bioldgico de P. digitatum.

A pesar de la importancia que tiene A. digitatum por las pérdidas
econdmicas que produce en frutos citricos, las bases moleculares de su mecanismo
de infeccion aln son poco conocidas. En los ultimos afos, se han desarrollado
diversas herramientas genémicas y moleculares para tratar de profundizar en dicho
aspecto. En estudios transcriptdmicos de frutos citricos infectados por P. digitatum
se ha comprobado la participacion del metabolismo secundario y de aminoacidos
en la respuesta a la infeccion fungica (Gonzalez-Candelas et a/., 2010; Ballester et
al, 2011). Se destaca la induccién de genes involucrados en la biosintesis de
isoprenoides, alcaloides y fenilpropanoides. Ademas, se ha confirmado el papel del
etileno como regulador de parte de las respuestas de defensa durante la
interaccion del hongo con los frutos citricos (Marcos et al, 2005); (Gonzalez-
Candelas et al., 2010).

Los factores necesarios para la patogenicidad o virulencia de A. digitatum
sobre frutos citricos son aun poco conocidos. Existen estudios que reflejan la
importancia de la pared celular en el proceso infectivo de varios patdgenos
fungicos, tal y como se lo ha demostrado con genes implicados en la sintesis de
quitina (Weber et al, 2006; Martin-Urdiroz et a/, 2008; Larson et al., 2011). La
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quitina es uno de los polisacaridos que forman parte de la pared celular de los
hongos (ver mas adelante). Por ello, nuestro grupo ha trabajado en la
identificacion de la familia génica de quitin-sintasas (CHS) en P. digitatum y la
caracterizacion de su expresiéon durante el crecimiento e infeccién del hongo sobre
frutos citricos (Gandia et a/., 2012). Se ha detectado que los genes PdigCHS de la
clase I, III, V y VII se inducen con el progreso de infeccion. Actualmente, se esta
llevando a cabo la disrupcion génica de dichos genes para evaluar su participacion

en patogénesis.

La transformacion genética es esencial para la caracterizacion funcional de
los genes de un hongo. En el ano 2008, se describid por primera vez la
transformacion genética de P. digitatum mediada por A. tumefaciens (Wang vy Li,
2008). Varias investigaciones han usado dicho sistema para caracterizar la
resistencia generada en aislados de P. digitatum frente a fungicidas quimicos, que
constituye uno de los principales inconvenientes del uso desmedido de los mismos.
Asi, se ha comprobado que dos genes CYP51B involucrados en la sintesis de
ergosterol y el gen MFS1 que forma parte de la superfamilia de transportadores de
membrana MFS participan en cierta manera en el mecanismo de resistencia a
imazalil (Sun et al, 2011b; Wang, 2012). Por otro lado, un estudio reciente ha
descrito por primera vez la expresion de la proteina verde fluorescente (GFP) en
P. digitatum para estudiar las interacciones hongo-huésped durante su infeccion
sobre naranjas y de forma analoga con AP. expansum sobre manzanas (Buron-
Moles et al., 2012).

La disponibilidad del genoma de PA. digitatum abre nuevas perspectivas
para el abordaje molecular del mecanismo de virulencia y especificidad con el
huésped de este hongo necrétrofo. Recientemente se ha realizado la secuenciacion
completa del genoma de dos cepas espanolas virulentas de P. digitatum que
difieren en su resistencia a fungicidas, la cepa resistente Pd1 y la cepa sensible
PHI26 (Marcet-Houben et /., 2012). Cabe resaltar que esta Ultima es el objeto de
estudio en esta tesis. Este estudio ha permitido confirmar su cercania filogenética
con otras especies de Penicillium y Aspergillus. Ademas se ha constatado la

elevada similitud entre ambas cepas y la estabilidad genética de este hongo. Por
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ejemplo, el genoma mitocondrial de ambas cepas resultd idéntico al del aislado
pd01 de A. digitatum procedente de China (Sun et a/, 2011a) indicando la

expansion geografica reciente de este hongo a escala mundial.

1.2. Control de podredumbres postcosecha de frutos citricos

Una de las medidas de prevencion general para evitar el desarrollo de las
infecciones fungicas postcosecha es el cuidado de los frutos en el campo,
manteniendo una buena calidad de su piel en el periodo de madurez y de su
sanidad para reducir el nivel de indculo (conidios y estructuras fungicas capaces de
infectar). Es necesario que los frutos lleguen al almacén sin presentar dafos ni
alteraciones fisioldgicas en la corteza, las cuales se van haciendo mas patentes con
el transcurso del almacenamiento de los frutos y suponen un ambiente apropiado
para el desarrollo de las infecciones fungicas. Ademas es muy importante
minimizar las dosis de indculo en toda la maquinaria utilizada en los procesos de

recoleccion, almacenamiento y confeccién.

La aplicacion de fungicidas quimicos es la medida terapéutica de uso
generalizado para el control directo de las patologias postcosecha de frutos
citricos. Si bien existe una amplia variedad de fungicidas disponibles en el
mercado, el compuesto ortofenilfenato sédico (SOPP), el tiabendazol (TBZ) vy el
imazalil (IMZ) son los mas utilizados en la Comunidad Valenciana (Tuset, 1999;
Tuset et al, 2000). El compuesto SOPP es uno de los fungicidas quimicos de
amplio espectro usados. El TBZ es un fungicida derivado del benzimidazol y dentro
de este grupo también se encuentran benomilo y carbenzadima. Estos compuestos
han sido eficaces frente a un amplio espectro de hongos como Penicillium,
Diplodia natalensis y Colletotrichum. Su mecanismo de accion se basa en la
interaccién con la tubulina del citoesqueleto interfiriendo en los procesos mitéticos
(Davidse, 1988). Otros de los fungicidas usados corresponden al grupo de los
derivados del imidazol, como el IMZ y el procloraz. Estos compuestos inhiben la
biosintesis de ergosterol, un componente esencial de la membrana celular de los
hongos. Su espectro antifingico es similar al de los benzimidazoles y son muy
eficaces en el control de P. digitatumy P. italicum, incluso para aislados que son

resistentes a otros fungicidas como TBZ o benomilo (Eckert y Ogawa, 1985). Los
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tratamientos con fungicidas se realizan mediante el bafio, la ducha o la inclusion

en ceras utilizadas para la confeccion.

A pesar de su efectividad, existen una serie de problemas asociados a la
utilizacién de fungicidas. El mas evidente es su toxicidad inespecifica, con sus
efectos nocivos para la salud humana y la contaminacion del medio ambiente. Este
problema hace que sea importante controlar las dosis de fungicida utilizadas y

establecer limites maximos de residuos.

La aparicion de resistencias es otro de los problemas asociados a la masiva
utilizacion de fungicidas de alta especificidad (Holmes y Eckert, 1999; Zhang et al.,
2009; Sanchez-Torres y Tuset, 2011). Esto se debe a que los fungicidas especificos
interactian con un componente Unico, de tal forma que una mutacién puntual en

éste puede tedricamente conferirle al microorganismo resistencia frente a él.

Por Ultimo, los fungicidas utilizados no son efectivos frente a todos los
patdgenos debido a su limitado espectro de accion. Esto lleva en algunos casos a
usar mezclas de productos y ademas puede provocar un desequilibrio bioldgico
favoreciendo la presencia de hongos no susceptibles. Por ejemplo, los productos
TBZ, IMZ y SOPP controlan principalmente PA. digitatum vy P. italicum, y sin

embargo no protegen frente a B. cinerea (Tuset et al., 2000).

1.3. Estrategias alternativas de control de podredumbres postcosecha

La problematica derivada de la toxicidad de fungicidas y de sus residuos en
frutos y vegetales de consumo en fresco, ha incentivado la blusqueda de nuevas
alternativas para el control efectivo de las podredumbres postcosecha que

minimicen el uso de los mismos (Barkai-Golan, 2001; Narayanasamy, 2006).

Entre las estrategias alternativas existentes se encuentran tratamientos
fisicos como por ejemplo bafos térmicos de agua caliente y el curado (Tuset et a/.,
1996; Nunes et al, 2007), y la irradiacion de los frutos con luz UV (Wilson y
Wisniewski, 1994). El principal inconveniente de estos tratamientos para su

aplicacién comercial es la aparicion de dafios en el fruto.
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El tratamiento de frutos citricos con soluciones acuosas de sales
inorganicas (bicarbonato sodico, carbonato sodico o cloruro de calcio) y sales
organicas (benzoato sddico, sorbato potasico o acetato sddico) que actian como
fungitdxicos es otro de los métodos usados para el control de las infecciones de
P. digitatum y P. italicum (Smilanick et a/, 1999; Smilanick y Sorenson, 2001;
Palou et al., 2002 ). Muchos de estos compuestos antiflingicos han sido utilizados
desde hace afios como aditivos en alimentos y por tanto son reconocidos como
tratamientos seguros. Sin embargo, tienen la desventaja de no impedir la
esporulacion del patégeno cuando se produce la infeccidn, y estas esporas pueden

contaminar el resto de frutos.

El control biolégico es otra estrategia alternativa para reducir las
infecciones flngicas postcosecha. Este efecto inhibitorio se basa en distintos
mecanismos (no excluyentes entre si) en los que estd implicado un
microorganismo beneficioso como agente de biocontrol (BCA) o antagonista
(Spadaro y Gullino, 2004). Debido a que la mayoria de las infecciones en
postcosecha se producen a través de heridas, los antagonistas mas eficaces seran
los que las colonicen primero y asi la competencia de nutrientes y/o el espacio
inhiben el crecimiento del hongo patdgeno. Ademas, los BCA pueden actuar
directamente sobre el patdgeno con la secrecién de sustancias inhibidoras al medio
0 de forma indirecta por interacciones mas complejas con el huésped y el
patdgeno como por ejemplo la induccidon de resistencia. Se han publicado varios
trabajos describiendo distintas especies de levaduras y bacterias como agentes de
biocontrol de hongos del género Penicillium (Zhang et al., 2005; Zheng et al.,
2005; Leelasuphakul et al., 2008; Taqarort et al., 2008).

En los Ultimos afios, se ha comprobado que algunas de estas estrategias
alternativas de control desencadenan en el fruto mecanismos de resistencia a la
infeccién (Terry y Joyce, 2004). Se ha visto como la aplicacién de tratamientos
térmicos 6 con luz UV, el uso de mircooganismos BCA, e incluso la adicion de
compuestos exdgenos (quitosano, acido B-aminobutirico) sobre los frutos inducen
la biosintesis de metabolitos y proteinas asociados a mecanismos de defensa

vegetales tales como fitoalexinas (Ben-Yehoshua et al., 1995; Arras, 1996 ; De
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Hallewin et al., 1999 ; Porat et a/., 2003; Bautista-Banos et a/,, 2006). Por Ultimo,
se ha determinado que la induccién de resistencia de citricos al ataque de
P. digitatum esta relacionada con la sintesis de fenilpropanoides, entre otros
(Ballester, 2007; Ballester et al., 2010).

El control integrado es una estrategia basada en la combinacion de
algunos de estos métodos alternativos junto con la aplicacién de fungicidas en
dosis reducidas. Por ejemplo, la aplicacién de tratamientos térmicos en forma
conjunta con fungicidas o fungitdxicos de baja especificidad permitieron reducir la
cantidad de fungicida utilizado en el control efectivo de podredumbres postcosecha
(Tuset et al, 1996; Palou et al, 2002; Smilanick et a/, 2008). También se ha
demostrado la eficacia de los BCA combinados con dosis menores de fungicidas o
con otros tipos de tratamientos (temperatura y sales inorganicas u organicas
efectiva) para eliminar completamente el uso de fungicidas (Porat et a/, 2002;
Spadaro et al., 2004).

2. Péptidos antimicrobianos con actividad antifliingica

En este contexto nuestro grupo ha propuesto la utilizacion de péptidos
antimicrobianos como nuevos compuestos antifingicos que contribuyan al control
de las podredumbres causadas particularmente por P. digitatum (Lopez-Garcia et
al, 2000; Lopez-Garcia et al, 2002; Lopez-Garcia et al, 2003; Munoz et al.,
2007a).

Los péptidos antimicrobianos (AMP, del inglés “antimicrobial peptides™) se
encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza y estan presentes en
organismos de distinta escala filogénetica, desde procariotas hasta animales y
plantas superiores (Zasloff, 2002; Brogden et a/, 2005; Hancock y Sahl, 2006).
Incluyen péptidos y pequenas proteinas con propiedades antimicrobianas y que
han sido propuestos para el control de microorganismos patdgenos en distintos
ambitos como medicina (Hancock y Sahl, 2006; Peschel y Sahl, 2006), proteccion
vegetal (Montesinos, 2007; Marcos et al., 2008) y en conservacion de alimentos

(Cotter et al, 2005; Rydlo et al, 2006). Estos han surgido como nuevas terapias
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alternativas en respuesta a la baja eficacia de los antibidticos convencionales en el
campo de medicina y para reducir el uso masivo de fungicidas quimicos en

proteccién vegetal.

Los AMP son un grupo diverso de péptidos que puede subdividirse en
subgrupos en funcidon de su origen, composicion aminoacidica y estructura
(Brogden et al., 2005). En general tienen un tamafio pequefio (menos de 30-40
aminoacidos) con las siguientes caracteristicas estructurales en comun: 1)
composicién aminoacidica siendo los residuos mas abundantes en los AMP
cationicos (arginina y lisina) e hidrofébicos (triptéfano, fenilalanina, leucina, e
isoleucina); 2) carga neta positiva a pH fisioldgico, aunque una minoria incluye
péptidos anidnicos; 3) caracter anfipatico debido a su contenido de aminoacidos
y organizacion estructural; 4) estructuras y conformaciones diversas como
son hélices o; laminas B o estructuras no convencionales (Powers y Hancock,
2003; Marcos et al, 2008). Los péptidos de origen natural presentan ciertos
inconvenientes para su utilizacion practica que incluyen una biodisponibilidad
pobre, limitado espectro de accidon, toxicidad inespecifica, altos costos de
produccion, reducida estabilidad y baja eficacia in vivo. Sin embargo, su reducido
tamafno permite modificar su secuencia de aminoacidos a través de un disefo
racional, y por tanto mejorar sus propiedades de estabilidad, especificidad del
patdgeno, potencia y toxicidad. Ademas, posibilita su sintesis y purificacion
guimica, asi como también su produccién biotecnolégica de forma heterdloga
(Ingham y Moore, 2007). Para poder solventar estos caracteres indeseables se ha
disefiado y caracterizado varios péptidos sintéticos y estructuralmente diversos que
tienden a mimetizar los péptidos naturales (Marcos et a/, 2008). Ademas, estos
AMP sintéticos constituyen herramientas Utiles para profundizar en el conocimiento

de su modo de accion.

Dentro de los péptidos naturales encontramos numerosos ejemplos que
son muy activos frente a organismos flngicos. La melitina y las cecropinas son
una clase de péptidos lineares catidnicos que poseen estructuras secundarias en
hélice o. La melitina es un péptido citotoxico de 26 aminoacidos aislado del

veneno de abeja (Aphis mellifera), que tiene actividad citolitica inespecifica y se ha
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usado como modelo estructural y funcional de interaccién de péptidos liticos con
membranas bioldgicas (Terwillinger y Eisenberg, 1982). Las cecropinas proceden
de las hemolinfas de insectos y presentan una interesante potencia antiflngica,
aunque también tienen un amplio espectro de accidon contra bacterias (Hultmark et
al., 1980; De Lucca et al., 1997). Las cecropinas tienen entre 29 y 42 aminoacidos
y forman hélices o anfipaticas en ambientes hidrofdbicos como la membrana
plasmatica. A pesar de que se ha descrito a la membrana plasmatica como la
principal diana de las cecropinas, la dosis microbicida de cecropina A no afecta a
células de mamiferos, por lo cual se ha demostrado que puede ser suministrados a
animales de forma segura (Donlan y Costerton, 2002). La cecropina A es un
fungicida efectivo frente a Aspergillus spp., Fusarium moniliformey F. oxysporum
(De Lucca et al, 1997). Ademas, se han disefiado analogos sintéticos de
cecropinas o secuencias hibridas fusionadas a otros péptidos para mejorar sus
propiedades antifingicas (Owens y Heutte, 1997; Cavallarin et a/., 1998).

Un gran ndmero de proteinas antimicrobianas naturales son ricas en
residuos de cisteina y contienen puentes disulfuro que dan estabilidad a su
estructura (Yount y Yeaman, 2006). Entre ellas se encuentran las defensinas que
son pequefias proteinas antimicrobianas estabilizadas con puentes disulfuro (Ganz,
2003; Hancock y Sahl, 2006; Wilmes et a/., 2011). Ellas forman parte de una gran
familia de proteinas relacionadas que estan presentes en diversos organismos
(mamiferos, insectos, plantas, y hongos). Las defensinas de mamiferos contienen
seis residuos de cisteina conservados que forman tres puentes disulfuro y estan
divididas en tres subfamilias: las a- y B-defensinas encontradas en la mayoria de
especies de mamiferos y las 6-defensinas solo en Rhesus macagues. Ademas de su
actividad antimicrobiana directa, en mamiferos también se han relacionado con
otras actividades relacionadas con defensa como la actividad quimiotactica para las
células del sistema inmune, sefializacion pro-inflamatoria o unién a glicoproteinas
de membrana. La mayoria de defensinas de mamiferos son activas contra la
levadura patdgena de humanos Candida albicans, y mostraron variaciones

significativas de sus actividades antimicrobianas contra otros hongos.
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Las defensinas vegetales presentan una masa molecular de alrededor
de 5kDa y poseen un patron comin de ocho residuos de cisteinas. Estan
estructuralmente relacionadas con las defensinas de los insectos y tienen funciones
bioldgicas relacionadas con los sistemas de defensas de las plantas (Carvalho y
Gomes, 2009; Wilmes et al, 2011). Las defensinas vegetales inhiben el
crecimiento de un amplio rango de hongos a concentraciones micromolares, que
incluyen patdgenos de plantas y humanos. Algunos ejemplos son la RsAFP1 y
RsAFP2 de Raphanus sativus, MsDefl, MtDef2 y MtDef4 de Medicago spp., Dm-
AMP1, DmAMP2 de Dahlia merckij, Psdl de Pisum sativum o NaD1 de
Nicotiana alata (Thomma et al., 2002; Aerts et al., 2008; Carvalho y Gomes, 2009).
Ademas, las plantas transformadas con genes de defensina presentan fenotipos de
resistencia frente a patodgenos flngicos (Broekaert et a/., 1995; Gao et al., 2000).
También existen otras proteinas en plantas con propiedades antifingicas que
pertenecen a la clase de proteinas relacionadas con la patogénesis (PR). Por
ejemplo, la proteina de tabaco (PR-5) conocida como osmotina tiene una actividad
antifingica fuerte y especifica (Abad et a/., 1996).

Los hongos también producen y secretan pequefias proteinas ricas en
cisteina con propiedades antifiingicas denominadas AFP (del inglés “antifungal
protein”). Entre los cuales se incluye a la proteina antifingica AFP de A. giganteus
(Nakaya et al, 1990; Lacadena et al, 1995; Vila et a/, 2001"), que inhibe de
forma efectiva el crecimiento de otros hongos filamentosos, principalmente de los
géneros Aspergillus y Fusarium incluyendo una amplia gama de patdgenos que
afectan humanos y plantas, mientras que no afecta la viabilidad de células de
levaduras, bacterias, plantas y mamiferos (Meyer, 2008). También las AFP de
P. chrysogenum (Marx et al., 1995; Kaiserer et al., 2003) y A. niger (Gun et al.,
1999) se incluyen dentro de la misma clase de AMP. Aunque estas proteinas
antifingicas estan relacionadas desde un punto de vista estructural, presentan
diferencias en su funcionalidad y especificidad antifingica (Marx et a/., 2008).
También es factible la produccién biotecnoldgica de las AFP y proteinas derivadas a
través de su expresion heterdloga en levaduras (Batta et a/,, 2009; Lopez-Garcia et
al., 2010b). Las funciones bioldgicas de estas proteinas antifingicas en el hongo

productor estan muy poco exploradas. En el hongo P. chrysogenum se han
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identificado al menos dos AFP distintas (Rodriguez-Martin et a4/, 2010) y una de
ellas parece estar relacionada con el desarrollo asexual y la esporulacion (Hegediis
etal, 2011).

Las histatinas son un grupo separado y distinto de AMP catidnicos y
lineares. Estos péptidos son aislados de la saliva humana y se ha demostrado que
tienen una actividad potente fundamentalmente contra hongos, siendo poco
activos contra bacterias. Su contenido alto en aminoacidos del tipo histidinas, su
caracter anfipatico débil y la falta de puentes disulfuro permite distinguirlos de los
otros péptidos catidnicos (Xu et a/, 1991). La principal caracteristica de las
histatinas es su reconocida actividad fungicida contra Candida, aunque también
resultaron activos frente a Cryptococcus neoformans 'y A. fumigatus (Helmerhorst
et al,, 2001). La histatina 5 tiene una fuerte actividad fungicida contra C. albicans
(Xu et al., 1991), pero también es muy activo frente a hongos fitopatdgenos como
P. digitatum (Marcos et al no publicado). P113 es un fragmento de 12
aminoacidos derivado de histatina 5 que mantiene la accién fungicida frente a
C. albicans (Rothstein et al, 2001). Este es un ejemplo de péptido sintético que
permitié identificar los motivos minimos necesarios para la actividad antimicrobiana
como también para el disefio de nuevas secuencias antifingicas y la

caracterizacion de su modo de accion.

En nuestro grupo se han identificado una serie de péptidos llamados
genéricamente PAFs (de “Péptidos AntiFungicos”) a partir de una biblioteca
combinatorial de hexapéptidos, y que presentan actividad selectiva frente a hongos
filamentosos, incluyendo P. digitatum (Lopez-Garcia et al., 2002). El hexapéptido
sintético PAF26 es un péptido antifingico con una combinacién Odptima de
potencia y especificidad en su accion frente a hongos filamentosos, en especial
frente P. digitatum. En la Figura 3 se muestra su secuencia de aminoacidos y una
modelizacion de su estructura tridimensional. PAF26 presenta actividad
antimicrobiana muy reducida frente a microorganismos procariotas como la
bacteria £. coli y hongos unicelulares como la levadura S. cerevisiae. Ademas,
PAF26 no tiene actividad citolitica contra globulos rojos (Mufoz et al, 2006) y

gueratinocitos humanos (Lépez-Garcia et al, 2007). Mediante ensayos
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Figura 3. Estructura tridimensional y secuencia de aminoacidos del péptido PAF26.

experimentales de co-inoculacion con A. digitatum se comprobd que PAF26 es
eficiente en el control de la podredumbre postcosecha causada por este hongo
(Mufoz et al., 2007a). El efecto protector obtenido con PAF26 sobre frutos citricos
fue comparable al alcanzado con el uso de los fungicidas comerciales
(tiabendazoles e imidazoles) (Lépez-Garcia et al., 2003). Es importante destacar
que cepas flngicas resistentes a fungicidas comerciales son sensibles a PAF26, e
incluso que su actividad /n vivo e in vitro es similar frente a cepas resistentes y

sensibles (Lopez-Garcia et a/., 2003).

3. Modo de accion de péptidos antifiingicos

El estudio del modo de accién de los AMP es necesario por al menos tres
razones. En primer lugar, su posible utilizacion practica requiere el conocimiento
detallado del mecanismo de accidén antimicrobiana. Ademas, dicho conocimiento
puede ser muy util para la identificacion de nuevas dianas antimicrobianas.
Finalmente, también puede guiar el disefio racional de nuevos péptidos con
propiedades mejoradas mediante cambios en su secuencia de aminoacidos. De
especial relevancia es el conocimiento de los procesos que le confieren selectividad
frente a determinados microorganismos, y ausencia de toxicidad inespecifica frente

a células no diana de animales o plantas. En el caso de péptidos activos frente a
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patdgenos de interés clinico existen numerosas revisiones que abordan el
mecanismo de accién antimicrobiano (Zasloff, 2002; Brogden et a/., 2005), siendo
muchas de sus generalizaciones también aplicables al campo de la fitopatologia
(Marcos et al., 2008).

3.1. Modo de accion antifingico no litico

Inicialmente, el modo de accién de los AMP se ha estudiado en relacion
con sus propiedades estructurales. La mayoria de los AMP son catidnicos, por la
presencia de residuos de arginina y lisina. A estos residuos polares se une la
presencia de residuos hidrofébicos y una predisposicion a adoptar estructuras
anfipaticas, lo que permite la interaccién con bicapas lipidicas artificiales vy,
tedricamente, con las membranas lipidicas de los microorganismos. Debido a estas
caracteristicas el modo de accién de los AMP fue inicialmente relacionado con su
capacidad de interactuar vy disrrumpir las membranas bioldgicas del
microorganismo, provocando la permeabilizacion vy lisis de las células, y por tanto

la muerte celular.

Sin embargo, investigaciones posteriores demuestran que varios AMP
tienen un modo de accion no-litico sobre los microorganismos lo que indica la
existencia de una serie de mecanismos alternativos (Brogden et a/., 2005; Brown y
Hancock, 2006; Yount et a/, 2006). Estos incluyen la unidon a componentes de
membranas (Breukink et al, 2003; Thevissen et al, 2004a; Schneider et al.,
2010), la interaccion con proteinas tipo chaperonas (Kragol et a/., 2001; Sun et al.,
2008), la induccidn de dano de acidos nucleicos (Narasimhan et a/., 2001; Leiter et
al., 2005; Morton et al, 2007a), la produccién de especies reactivas de oxigeno y
apoptosis (Park et al., 2010; Maurya et al., 2011; Mello et a/., 2011). En algunos
casos estos mecanismos pueden solaparse en un mismo AMP, lo que ha llevado a
proponer que estos péptidos tienen multiples dianas celulares que dificultan de

esta manera la generacion de resistencia microbiana (Otvos, 2005).

De acuerdo con ello, el tratamiento con distintos AMP inducen cambios
transcriptomicos especificos que no se relacionan principalmente con lisis celular
(Morton et al., 2007b; Vylkova et al., 2007a; Lis et al., 2009; Lépez-Garcia et al.,
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2010a). La anotacion global funcional de esos cambios inducidos avala la
implicacion de procesos intracelulares especificos (ver mas adelante). Aunque de
forma indirecta, estas observaciones son también consistentes con un modo de

accion no litico.

Resulta dificil representar un esquema general para el mecanismo de
acciéon de esta clase de péptidos antifingicos. Sin embargo, queda claro que el
primer paso de su accion es la interaccion con las envueltas celulares de los

hongos (pared celular y membrana celular).

3.2. Interaccién de péptidos antimicrobianos con hongos

Los péptidos deben interactuar con el microorganismo diana para ejercer
su actividad antimicrobiana. Esto pone de manifiesto la importancia de la pared
celular fungica como la primera capa con la que el péptido antifingico interactda
gracias a la atraccion electrostatica de los AMP catidnicos con las paredes celulares

fungicas cargadas negativamente bajo condiciones fisioldgicas.

Numerosos estudios han observado ciertas alteraciones morfoldgicas en las
células fungicas expuestas a AMP que incluyen engrosamientos de la pared celular
y de las mismas células (estructuras tipo balén), una mayor tincién con el
fluoréforo Blanco de calcofluor, y cambios en los patrones de crecimiento
vegetativo con hiperramificaciones del micelio o apices dicotomicos (Cavallarin et
al, 1998; Ali y Reddy, 2000; Oard et a/, 2004; Mufoz et al., 2006; Liu et al.,
2007). En nuestro grupo se ha comprobado este tipo de defectos morfoldgicos en
el micelio de P. digitatum expuesto al hexapéptido PAF26 (Mufioz y Marcos, 2006).
Estas respuestas estan relacionadas con el estrés que las células perciben, y pone
de manifiesto no sdlo la importancia de la pared celular en la interaccion con los
péptidos sino también en la proteccion de las células para contrarrestar la accion

de los mismos.

Las proteinas PIR son especificas de pared celular en S, cerevisiae, y la
deleciéon de los genes correspondientes resulta en hipersensibilidad de cepas que
eran tolerantes a osmotina (Yun et a/, 1997). Otro ejemplo esta dado con el

péptido antibacteriano nisina, el cual no resulta activo contra levaduras y hongos
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filamentosos, pero las células sin pared celular de levaduras fueron completamente
lisadas en presencia de nisina a concentraciones en las que no afectd a las células
intactas (Dielbandhoesing et a/., 1998).

Existen ejemplos en los que la presencia de la pared celular (o
componentes especificos de la pared celular) se requieren para la actividad
antifungica del péptido. La defensina de planta NaD1 requiere de una pared celular
intacta para ejercer su accion antifingica sobre el hongo Fusarium (van der
Weerden et a/, 2010). Las proteinas chaperonas de la pared celular Ssal/2p
determinan la unién a la pared celular y actividad antimicrobiana del péptido
histatina 5 contra Candida (Li et al., 2003), y los B-glucanos de la pared celular

también contribuyen a su unién (Jang et al., 2010).

Los glucanos, la quitina y los azlcares unidos a manoproteinas son
carbohidratos presentes en la pared celular de hongos. Los dominios de union a
carbohidratos estan dispersos en la naturaleza y también se encuentran en
proteinas antifingicas (Fujimura et al, 2005; Hagen et al., 2007; Batta et al.,
2009). La proteina AFP de A. giganteus se une a quitina, inhibe su sintesis y
provoca estrés de pared celular en hongos sensibles (Hagen et al., 2007). Los
mutantes en genes de sintesis de quitina de las clases IIl y V de F. oxysporum 'y
A. oryzae fueron resistentes a esta proteina antifungica. Un estudio independiente
encontrd resultados parcialmente contradictorios a esos datos, como una mayor
sensibilidad de distintos mutantes de quitin-sintasas en F. oxysporum, y también
gue la unién a AFP no se correlaciond con la sensibilidad de esos mutantes a la
proteina (Martin-Urdiroz et a/, 2009), confirmando que la unién a quitina es
necesaria pero no suficiente para la actividad inhibitoria (Hagen et a/., 2007). Por
otro lado, no se ha podido confirmar que el dominio tedrico de unién a quitina de
la proteina PAF de P. chrysogenum se una realmente a quitina, aunque tiene un
papel fundamental en su toxicidad (Batta et a/., 2009). La funcidn protectora de la
quitina se ha comprobado en una investigacion reciente, en donde la disrupcién de
quitin-sintasa de clase II en S. cerevisiae convirtid la cepa tolerante en sensible a

la proteina antifingica AFP (Ouedraogo et a/,, 2011).
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La pared celular no es la Unica estructura de interacciéon con AMP. Los
glicolipidos de las membrana celulares también se han relacionado con la actividad
de péptidos y proteinas antifingicas (Aerts et a/, 2008). La sensibilidad de
S. cerevisiae a distintas defensinas vegetales estéa mediada por la interaccion con
distintos glicolipidos especificos de membranas fungicas (Thevissen et al., 2003).
Se comprobd que la defensina RsAFP se une a los esfingolipidos de las membranas
fungicas, y la cepa deletante de GCSI que participa en la biosintesis de
glucoceramidas (GlcCer) de levadura fue resistente a RsAFP2 (Thevissen et al.,
2004b). De forma similar, los genes P71y SKN! involucrados en la biosintesis de
esfingolipidos determinaron la sensibilidad de levadura a la defensina de planta
DmAMP1 (Thevissen et a/., 2000; Thevissen et a/., 2005). De gran interés es que
la delecion de P71 resulta en un aumento de resistencia no solo en defensinas de
plantas, sino también a otros péptidos antifingicos no relacionados como el
hexapéptido sintético PAF26 (Lopez-Garcia et al., 2010a). Sin embargo la funcion
de unién a lipidos no seria la Unica explicacion del fenotipo observado. Varias
investigaciones revelan la participacion de los esfingolipidos en apoptosis,
respuesta al estrés oxidativo o autofagia en hongos (Aerts et a/., 2006; Thevissen
et al., 2010), indicando una funcidn de sefializacion y respuesta intracelular frente

a la exposicion del péptido.

3.3. Internalizacion celular de péptidos antifiingicos

Después de interactuar y unirse a la célula, estudios recientes han
demostrado que varios AMP pueden atravesar las membranas bioldgicas sin
permeabilizarlas y translocarse dentro de la célula para ejercer su actividad
antimicrobiana. Esto se ha caracterizado en péptidos antibacterianos como Ila
apidaecina de insectos (Castle et al, 1999) o la buforina II (Park et al, 2000).
Ambos péptidos pertenecen a la clase de AMP ricos en prolina, y son capaces de
penetrar en las células susceptibles y actuar intracelularmente (Ichinomiya et al.,
2005).

La mayoria de los AMP presentan propiedades biofisicas similares a los
péptidos tipo penetratina o CPP (del inglés “cell-penetrating peptides”). Los CPP

entran a las células eucaridticas de una forma no disruptiva y sin citotoxicidad
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aparente (Lindgren, 2000; Jarver y Langel, 2006). Existe un nimero creciente de
AMP en los que se ha comprobado que a bajas y moderadas concentraciones
entran en las células microbianas. Por ejemplo se ha demostrado actividad
antimicrobiana en el caso del CPP Tat[47-58] derivado de la proteina reguladora

Tat de HIV-1 y que fue antifingico contra Candida spp. (Jung et a/., 2006).

El uso de sondas fluorescentes y microscopia confocal ha permitido
constatar que distintos péptidos y proteinas antifingicas se localizan
intracelularmente en células fungicas sensibles (Oberparleiter et a/., 2003; Moreno
et al., 2006). Asi, se demostrd la localizacion nuclear de la AFP de A. giganteus en
Magnaporthe oryzae (Moreno et al, 2006) y de la defensina Psdl en
Neurospora crassa (Lobo et al,, 2007), y citoplasmatica de la defensina NaD1 en
las hifas de F. oxysporum (van der Weerden et al, 2008). Estos resultados
sugieren que la actividad de esas proteinas antiflngicas no se restringen sélo a la
membrana celular ya que pueden afectar dianas intracelulares (ver mas adelante).
En todos estos ejemplos el mecanismo de translocacion no ha sido estudiado en
profundidad. Existe una controversia respecto a si la internalizacion celular esta
relacionada con la actividad antimicrobiana o solo es una propiedad poco comin
en una clase restringida de AMP (Henriques et al, 2006; Dupres et al, 2009;
Marcos y Gandia, 2009; Nicolas, 2009; Jiang et a/., 2012). En cualquier caso, los
AMP con propiedades de internalizarse en los microorganismos tienden a ser mas

especificos y se ha propuesto llamarlos CP-AMP.

La histatina 5 es uno de los péptidos cuya internalizacion celular se ha
asociado con su accion antifungica sobre C, albicans. Un fragmento inactivo de
histatina 5 se une a la pared celular de C. albicans pero no es translocado dentro
de la célula, indicando que la unidon a la pared celular es necesaria pero no
suficiente para la internalizacién celular (Jang et a/., 2008). Por otro lado, se ha
demostrado la existencia en la chaperona Ssa2p de pared celular de un dominio
funcional de unidn a histatina 5 y que es necesario para la internalizacién del
péptido y actividad fungicida (Sun et a/, 2008). La entrada de histatina 5 no
implica la disrupcion de la integridad de la membrana celular y precede al ingreso

del marcador de muerte celular (Mochon y Liu, 2008; Jang et al., 2010). Se ha
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propuesto la funcién de retencion vacuolar para limitar la toxicidad del péptido,
aunque existen ciertas controversias (Mochon y Liu, 2008; Jang et a/, 2010).
Existen otros AMP sintéticos que se localizan intracelularmente, como Sub5 en
A. nidulans (Mania et al., 2010) o VS2 y VS3 en C. albicans (Maurya et al,, 2011).
Todos esos péptidos son catidnicos y contienen un numero significativo de

residuos aromaticos (triptéfano y fenilalanina).

El hexapéptido antifingico PAF26 se incluye dentro de esta categoria de
CP-AMP. Estudios previos de nuestro grupo demostraron que el péptido marcado
con la sonda fluorescente FITC interacciona con las envueltas celulares de los
conidios e hifas del hongo P. digitatum y luego ingresa en el interior de las células

fungicas a concentraciones sub-inhibitorias (Mufioz et a/., 2006) (Figura 4).

El mecanismo preciso por el cual esos AMP se translocan a través de la
membrana aun permanece desconocido. En la internalizacion de estos péptidos
participarian dos procesos que coexisten probablemente, tal y como se lo ha
demostrado con CPP: la internalizacién endocitica en endosomas y vacuolas, y la
difusion directa hacia el citoplasma. Seguramente, el mecanismo varia de péptido a
péptido y depende de la concentracion local del mismo. En varios estudios de
internalizacion, la endocitosis se ha demostrado en base a dependencia de la
temperatura, el uso de inhibidores especificos o la co-localizacién con sondas
endociticas (Oberparleiter et a/., 2003; Zhu et al., 2006; Mochon y Liu, 2008). En

e T

A1 B1

Figura 4. Visualizacion de la interaccion del péptido FITC-PAF26 con P. digitatum.

Se muestran fotografias obtenidas por microscopia confocal laser de conidios
germinando (A y B) tratados con concentraciones sub-inhibitorias (0,3 uM) del péptido
durante 2 min (Mufioz, 2008).
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el caso de la histatina 5, las observaciones microscopicas del péptido internalizado
en mutantes en genes de rutas endociticas y la cinética de localizacion sugieren un

proceso endocitico (Mochon y Liu, 2008; Jang et a/., 2010).

Recientemente, se ha caracterizado la cinética de la interaccién e
internalizacion de PAF26 en el hongo modelo N. crassa por microscopia confocal
(Mufioz et al., 2012). Este estudio ha demostrado que el péptido PAF26 marcado
con fluorescencia tiene un proceso de internalizacion que es dependiente de su
concentracion. A bajas concentraciones sub-inhibitorias, primero interacciona con
la superficie celular, seguidamente se internaliza en las células fungicas via
endocitosis, acumulandose en organulos intracelulares (vacuolas) y luego es
transportado activamente hacia el citoplasma coincidiendo con la muerte celular. A
concentraciones por encima de valores totalmente inhibitorios se transloca
pasivamente a través de la membrana plasmatica y ejerce su actividad fungicida

por un proceso independiente de energia.

3.4. Muerte intracelular

Una vez dentro de la célula, los CP-AMP podrian perturbar funciones
intracelulares. Debido a su naturaleza catidnica, la mayoria de los AMP se unen
facilmente a los acidos nucleicos y en algunos casos se ha demostrado que
provocan la inhibicién de la sintesis de DNA, la transcripcién y/o transduccion de
mRNA (Moreno et al., 2006; Mufioz et al,, 2006; Morton et a/., 2007a).

Los hongos reaccionan mediante distintas respuestas intracelulares ante la
presencia de AMP. Esta senalizacion, no depende necesariamente de la
internalizacion del péptido, ya que puede activarse como respuesta al péptido sin
internalizarse en la célula flngica ni permeabilizar la membrana. Distintos estudios
indican que dichas respuestas podrian estar relacionadas con el mecanismo de
accion antimicrobiano del péptido o ser parte de mecanismos de defensa para
contrarrestar su efecto deletéreo. En cualquier caso, varias investigaciones indican
la existencia de componentes de sefalizacion celular que coordinan esas
respuestas. Por ejemplo, se requiere un receptor de membrana plasmatica para la

sensibilidad de levadura a osmotina (Narasimhan et a/., 2005). Distintas cascadas
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de sefalizacion de proteinas quinasas fungicas relacionadas con la integridad de la
pared celular y el estrés osmdtico median la respuesta a distintos AMP y proteinas,
y mutaciones en los correspondientes genes resultan en una mayor sensibilidad
(Koo et al,, 2004; Ramamoorthy et al., 2007; Vylkova et al., 2007a). Esto Ultimo
indica que dichos componentes de sefializacion son parte de la respuesta
microbiana a la exposicion del péptido, y no necesariamente a su accion
antimicrobiana. Varios estudios independientes indican que ciertos AMP especificos
(tales como dermaseptina de rana, lactoferrina humana, osmotina de tabaco o AFP
fungica) inducen apoptosis en levaduras o hongos filamentosos (Narasimhan et 4.,
2001; Leiter et a/.,, 2005; Morton et a/., 2007a; Andrés et a/., 2008). Otros estudios
también han demostrado que ciertos AMP inducen la produccion intracelular de
especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que también sugiere sefializacion
intracelular. Estos incluyen péptidos derivados de la lactoferrina humana (Lupetti
et al., 2002), la defensina de plantas RsAFP2 (Aerts et al., 2007), los péptidos
disefiados de novo VS2 y VS3 (Maurya et al., 2011) e incluso PAF26 (Carmona et
al., 2012).

Investigaciones recientes han demostrado también la participacion de la
sefializacion via calcio con distintos péptidos y debido a que este proceso juega un
papel fundamental en la biologia celular de los hongos esta adquiriendo
importancia como una posible diana intracelular. Un estudio transcriptomico reveld
que la sefializacion calcio/calcineurina participa en la sensibilidad de Candida frente
un dodecamero del péptido MUC2 (Lis et al., 2010). Ademas, un estudio reciente
con la AFP de A. giganteus demostré que el refortalecimiento de la pared celular
con quitina depende de la sefalizacién via calcio/Crz1p (Ouedraogo et al., 2011).
También se comprobd que la proteina antifungica PAF de P. chrysogenum o PAF26
perturban la homeostasis de Ca**citosdlico en N. crassa (Binder et al., 2010a;
Mufioz et al., 2012).

El uso de herramientas gendmicas contribuye a la caracterizacién del modo
de accion AMP. En estudios recientes se han evaluado la respuesta transcriptémica
de levaduras frente a distintos AMP a concentraciones inhibitorias (Morton et al.,
2007b; Lis et al., 2009) o sub-inhibitorias (Lopez-Garcia et a/., 2010a). Un andlisis
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transcriptomico revelé que genes involucrados en la biosintesis y refortalecimiento
de la pared celular se inducen como wuna respuesta comun de
Saccharomyces cerevisiae expuesta a dos AMPs con distinto modo de accién,
siendo uno de ellos PAF26 y el otro melitina (Lépez-Garcia et al., 2010a). Entre
estos genes se encuentran los que codifican para proteinas estructurales de la
pared celular como PIR2, PIR3 0 ECM33. Por otro lado, cinco genes (ARG1, ARG3,
ARG4, ARG5, ARGY) que participan en el metabolismo de la arginina se inducen
especificamente por el tratamiento con PAF26 y no con melitina (Lopez-Garcia et
al, 2010a). La biogénesis ribosomal y la respuesta al estrés de proteinas mal
plegadas fueron otros de los procesos intracelulares que resultaron relevantes en

la respuesta a estos péptidos antimicrobianos (Lopez-Garcia et a/., 2010a).

En base a estos precedentes, en esta tesis se ha planteado Ia
caracterizacion detallada de la interacciéon e internalizacién de PAF26 sobre la
levadura modelo S, cerevisiae y la evaluacion de la importancia de la pared celular
y de genes relacionados con el metabolismo de la arginina para la actividad
antifingica del péptido.

4. La pared celular de los hongos

La pared celular es un organulo complejo, dinamico y flexible que es
imprescindible para el cumplimiento de multiples funciones en los hongos. Entre
estas funciones se destacan el mantenimiento de la forma y la integridad de las
células flngicas, protegiéndolas frente a distintos tipos de estrés ambiental, y el
mantenimiento de la homeostasis celular (De Groot et al., 2005; Bowman y Free,
2006; Klis et al., 2006; Klis et al., 2007).

En la levadura S. cerevisiae se estima que el 20 % de todos sus genes
estan involucrados directa o indirectamente en la formacién de la pared celular (De
Groot et al,, 2001). La organizacién de los componentes de la pared celular en este
organismo modelo se ha estudiado ampliamente (Klis et a/, 2006; Klis et al.,
2007). La estructura basica de la pared celular es una red bastante compleja que

esta constituida principalmente por una matriz de polisacéridos (quitina y
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glucanos) que se encuentran interconectados entre si y unidos a su vez con
proteinas (glicoproteinas y manoproteinas) (De Groot et a/., 2005; Bowman y Free,
2006; Cummings y Doering, 2009). El componente predominante son los
B-1,3-glucanos (50 %), aunque también puede presentar algunos polimeros de
glucosa con enlaces alternativos como B-1,6-glucanos (10 %). La quitina es el
polisacarido menos abundante (1-3 %) y esta formado a partir de residuos de
N-acetilglucosamina con enlaces PB-1,4-glucosidicos (Klis et al, 2007). Las
manoproteinas presentes en la pared celular estdn unidas covalentemente con
carbohidratos mediante N- y O-glicosilacion (De Groot et al, 2005; Klis et al.,
2006). Ademas, algunas glicoproteinas contienen un anclaje tipo
glicosilfosfatidilinositol (GPI). Las proteinas constituyen del 30 al 50 % del peso

seco de levaduras (De Groot et a/., 2003).

A pesar de las caracteristicas generales comunes, la estructura y
composicion de la pared celular varia segin la especie fungica, ya que existen
diferencias entre lo caracterizado en S. cerevisiae y los hongos filamentosos

(Figura 5) como A. fumigatus, A. nidulans, Ustilago maydis (Fontaine et al., 2000;

glicoproteinas

Pared

Celular
(~100 nm)
B-1,6-glucano
-1,3-glucano
proteinas con anclaje GPI
quitina
i ergosterol
Bicapa
lipidica

proteina transmembranal

Figura 5. Estructura y composicion de la pared celular de hongos filamentosos.
Tomado de (Mufoz, 2008).
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Ruiz-Herrera et al., 2008; De Groot et al,, 2009; Ruiz-Herrera y Ortiz-Castellanos,
2010). Una de las diferencias mas destacadas es el mayor contenido de quitina
(15 %) en los hongos filamentosos, lo que esta relacionado con una mayor rigidez
de la pared celular del micelio. Los hongos filamentosos también contienen
polimeros adicionales como a-1,3-glucanos. La pared celular de A. fumigatus
también contiene a-1,4-glucanos y galactomananos con cadenas laterales de
galactofuranosa y no tiene B-1,6-glucanos (Fontaine et al, 2000; Latgé et al.,
2005). Por otro lado, los mananos en A. fumigatus también se encuentran
directamente unidos a glucanos sin necesidad de intermediarios peptidicos como el
caso de levaduras (De Groot et al., 2005; Latgé, 2007).

La composicion de la pared celular de los hongos es distinta a la de
organismos eucaridticos superiores como humanos y plantas, lo que la convierte
en una excelente diana para el desarrollo de compuestos antifingicos (Odds et al.,
2003; Aimanianda y Latgé, 2010). Las equinocandinas son lipopéptidos ciclicos
antifingicos que interfieren en la biosintesis de la pared celular de una forma no
competitiva inhibiendo la enzima B-1,3-glucano sintasa (Fksp), que esta presente
en los hongos y ausente en humanos, por lo que es de gran interés en el ambito
clinico (Debono y Gordee, 1994; Denning, 2002). La equinocandina B producida
por A. nidulans y A. rugulosus presenta una fuerte actividad antiflingica contra
Candida spp. (Francois et a/., 2005). Sin embargo, es hemolitica por lo que tiene
una caracteristica indeseable como antifiingico. Debido a ello, se han desarrollado
una serie de andlogos mas eficaces a la equinocandina ya disponibles en el
mercado que tienen un perfil de accidbn mas seguro para uso clinico (Denning,
2002). Entre éstos se encuentran la micafungina, caspofungina y anidulafungina
(Cowen y Steinbach, 2008). El blanco de calcofluor (CFW) es otra clase de
compuesto antiflngico que ejerce su accién sobre la pared celular de los hongos a
través de la unidon con la quitina de las células fungicas y que se ha usado
frecuentemente para caracterizar mutantes en genes relacionados con la sintesis e
integridad de la pared celular (Ram y Klis, 2006). La mayoria de las proteinas de
pared celular que fueron inducidas por el hexapéptido antifingico PAF26 (Lopez-

Garcia et al, 2010a), tienen numerosos sitios potenciales de glicosilacion. Resulta
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interesante destacar que varios estudios han demostrado que mutantes en genes
de glicosilacion de proteinas como MNN1, MNN4, MNN5y MNN6 fueron resistentes
a varios péptidos y proteinas antifungicas (Ibeas et a/.,, 2000; Koo et a/., 2004; Bai
et al., 2006; Harris et al, 2009). Esto denota la importancia de una correcta
glicosilacion de proteinas para la completa actividad de numerosos péptidos y
proteinas antifingicas. Estudios recientes de nuestro grupo han encontrado que
varios genes de glicosilacion participan en la sensibilidad de S. cerevisiae (datos
aun no publicados). Principalmente, los mutantes Amnn5, Aalg5, Aeosly Apmt2

mostraron fenotipos resistentes al péptido.

Por todo lo expuesto, en esta tesis también se ha propuesto el analisis de
la implicacion de la glicosilacién de proteinas en la susceptibilidad de la levadura
modelo frente a PAF26.

5. La glicosilacion de proteinas

La glicosilacion de proteinas es la modificacion post-transcripcional mas
universal y a la vez estructuralmente diversa. La correcta glicosilacion es necesaria
tanto para la estabilidad, correcto plegamiento y/o actividad de muchas proteinas
en general, como para la secrecion y localizacién de las glicoproteinas en la pared
celular (Deshpande et a/., 2008). La glicosilacion de proteinas se ha caracterizado
ampliamente en S. cerevisiae como organismo modelo (Strahl-Bolsinger y Tanner,
1991; Lussier et al., 1995; Gentzsch y Tanner, 1997; Strahl-Bolsinger et a/., 1999;
Ernst y Prill, 2001). La unidon y procesamiento de los residuos glucosidicos a la
proteina se realiza durante su sintesis en el reticulo endoplasmatico (ER) y paso
por el aparato de Golgi. Existen dos tipos de glicosilacion de proteinas segun la
unién del glicano se produzca via el aminoacido amidado de asparagina
(N-glicosilacion) o los aminodacidos hidroxilados de serina o treonina
(O-glicosilacién). Las estructuras de los glicanos resultantes son sustancialmente
diferentes en ambos casos. Los procesos de N- y O-glicosilacion estan conservados
en los organismos eucariotas (Deshpande et a/., 2008). También se han realizado

numerosas investigaciones para conocer la bateria de genes que participan en las
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rutas biosintéticas de N- y O-glicanos en hongos patdgenos de humanos como
C. albicans, C. neoformans y A. fumigatus, asi como también en el hongo
fitopatdgeno U. maydis (Klutts, 2006; Mora-Montes et al,, 2009; Fernandez-Alvarez
et al., 2010; Jin, 2012).

5.1. Sintesis de N-glicanos

En todos los eucariotas, la N-glicosilacion ocurre en tres etapas
secuenciales (Lehle et a/, 2006). Las dos primeras tienen lugar en el reticulo
endoplasmatico (ER) con la participacidon de numerosas enzimas y la sintesis de un
oligosacarido precursor (GlcsMangGlcNac,) (Figura 6). Una vez sintetizado, este
precursor se transfiere desde el dolicol fosfato al residuo de asparagina de la

secuencia consenso Asn-X-Ser/Thr de la proteina en sintesis (Figura 6).

El dolicol fosfato manosa (Dol-P-Man) es el sustrato que provee los
residuos necesarios para la adicion de manosas en los dos tipos de glicosilacion de
proteinas (N- y O-glicosilacion) asi como también para la sintesis de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Orlean, 1990). La Ultima etapa de la sintesis de
N-glicanos tiene lugar en el aparato de Golgi. En la Figura 7 se representan las
etapas del procesamiento de la proteina glicosilada en el Golgi, que consiste en la
elongacién de sus cadenas con residuos de manosas (alrededor de 200) y da como
resultado una estructura final bastante compleja e hipermanosilada en
S. cerevisiae (Lehle et al, 2006). En varios estudios se ha propuesto que la
estructura de los N-glicanos es mas sencilla en hongos filamentosos y difiere de lo
caracterizado en levaduras. En U. maydis no se han encontrado homdlogos de los
complejos Man-Pol-1 y -II (Figura 7) indicando que la extension y elongacién de
los N-glicanos es més sencilla (Fernandez-Alvarez et al,, 2010). En A. fumigatus se
ha descrito que la forma predominante del N-glicano en la glicoproteina madura es

MangGIcNAc, siendo similar al de humanos (Jin, 2012).
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Figura 6. Ruta biosintética de los N-glicanos de S. cerevisiae en el ER.

El dolicol fosfato es sintetizado por la enzima Sec59p y luego se le incorpora
secuencialmente un residuo de N-acetilglucosamina (cuadrados azules), manosa (circulo
verde) y glucosa (triangulo azul). Notese el sitio de accion de tunicamicina (Tun).
Mediante la accidon consecutiva de varias manosiltransferasas y glucosiltransferasas se
sintetiza el oligosacarido precursor unido al dolicol compuesto de 14 monosacaridos. Dos
residuos de N-acetilglucosamina y cinco residuos de manosas se unen en el lado
citosolico de la membrana de ER (simbolos vacios). Luego, se incorporan cuatro
manosas Yy tres glucosas en el lumen del ER (simbolos rellenos). Este precursor
sintetizado se transfiere al residuo de asparagina de la proteina en sintesis por el
complejo de oligosacariltransferasas (OST). Seguidamente, se eliminan las glucosas por
accion de glucosidasas (triangulos grises) y un residuo de manosa por una manosidasa
(circulo gris). Finalmente esta glicoproteina sale del ER. Los nombres de los genes
colocados en gris son esenciales en levadura (Lehle et al., 2006).

En S. cerevisiae se ha comprobado que la disrupcién de la mayoria de
genes ALG tuvo efectos negativos sobre el crecimiento y la divisién celular
demostrando la importancia de los N-glicanos para el crecimiento y la regulacion
del ciclo celular en levadura (Kukuruzinska y Lennon-Hopkins, 1999). Ademas, se
han relacionado con la secrecion correcta de proteinas (Helenius y Aebi, 2004). En
C. albicans se ha demostrado la participacion de la N-glicosilacién en su virulencia.

La disrupcion de manosiltransferasas MVAN5 o glicosidasas como CWH41, ROT2,
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Figura 7. Procesamiento de los N-glicanos de S. cerevisiae en el aparato de Golgi.
Comienza con la adicion de un residuo de manosa a la proteina glicosilada por accion de
una manosiltransferasa (Ochlp) y continda con la ramificacion del N-glicano por la
actividad de dos complejos enzimaticos: Manano Polimerasa I (M-Pol I: Mnn9p y Van1p)
y II (M-Pol II: Mnn9p, Vanlp, MnnlOp y Mnnllp, Hoclp). Luego, sufre varias
modificaciones que incluyen la incorporacién de manosas y manosilfosfatos por accién
de manosiltransferasas (Mnn2p y Mnn5p) y manosilfosfatasas (Mnn4p y Mnn6ép); y sigue
ramificandose con la actividad enzimatica de manosidasas de la familia génica MVNV! o
manosiltransferasas de la familia génica K7R (Lehle et a/., 2006). Los circulos verdes
representan los residuos de manosas, el circulo pequefio rojo son los fosfatos y los
simbolos rallados corresponden a su localizacién en el Golgi.

Mnn4/Mnné

MNS1 resultaron en fenotipos de virulencia reducida (Bai et a/., 2006; Mora-Montes
et al., 2007).

La pérdida de ALGZ implicado en la transferencia de los residuos de
N-acetilglucosamina al dolicol fosfato resulté en un fenotipo letal (Knauer y Lehle,
1999; Kukuruzinska y Lennon-Hopkins, 1999). Ademas, se ha comprobado que
este paso de N-glicosilacion es inhibido por el antibidtico tunicamicina
(Kukuruzinska y Lennon, 1994) (Figura 6). Una reciente investigacion ha
demostrado que el gen FOSI (del inglés “ER-localized and Oxidants Sensitive
gene”) también participa de alguna forma en la N-glicosilaciéon ya que el mutante

Aeos! tuvo un fenotipo resistente a tunicamicina y alteraciones en la glicosilacion
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de proteinas (Nakamura et a/., 2007). Su funcion también se ha relacionado con
otros procesos celulares como el estrés oxidativo, la homeostasis de zinc y la
tolerancia a equinocandinas (Lesage et a/.,, 2004; Nakamura et 4/, 2010). Ademas,
cabe resaltar que en nuestro grupo se demostrd que la cepa deletante Aeos? tuvo

un fenotipo resistente al péptido PAF26 (datos aln no publicados).

Existen pocas investigaciones sobre las funciones de la N-glicosilacién en
hongos filamentosos. En A. fumigatus se ha comprobado que este proceso
participa en su morfogénesis y crecimiento polarizado. La disrupcién de la
manosiltransferasa OCHI o de las manosidasas MSDS (MNSI) en A. fumigatus
mostré una reduccion en esporulaciéon y polaridad anémala, aunque no tuvieron
efectos negativos sobre la virulencia de este patdgeno (Li ef a/., 2008; Kotz et al.,
2010). Hasta la fecha, solo un gen de N-glicosilacion, ALGZ, se ha relacionado con
la patogénesis de un hongo fitopatdgeno. EI mutante Aalg? de
Mycosphaerella graminicola tuvo un fenotipo no patogénico sobre trigo (Motteram
et al., 2011).

5.2. Sintesis de O-glicanos

Los O-glicanos unidos a proteinas fueron identificados en los afos 1960 s
en S. cerevisiae (Sentandreu y Northcote, 1968). Durante mucho tiempo se ha
considerado que la O-glicosilacion de proteinas estaba restringida a los hongos.
Sin embargo, ahora se sabe que es un proceso conservado en el reino animal e
incluso en procariotas (Lehle et a/., 2006; Lommel y Strahl, 2009). Recientemente,
este proceso se ha caracterizado detalladamente en hongos filamentosos (Goto,
2007; Deshpande et al., 2008; Lengeler et al., 2008).

En la Figura 8 se representa la estructura de los O-glicanos en
S. cerevisiae formados por una cadena de cinco residuos de manosa, dando lugar
a una estructura bastante simple en comparaciéon a los N-glicanos. La familia
génica PMT (del inglés “Protein O-Mannosyltransferases”) transfieren el primer
residuo de manosa del Dol-P-Man al residuo de serina o treonina de la proteina en

el lumen del ER (Strahl-Bolsinger et al., 1999). Los genes PMT son criticos en el
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proceso de O-glicosilacion. El primer gen PMT1 fue identificado en S. cerevisiae
(Strahl-Bolsinger y Tanner, 1991), y subsiguientemente otros PMT (ver mas abajo)
y en otros hongos (Lommel y Strahl, 2009). En animales, los genes PMT fueron
identificados en Drosophila melanogaster (Martin-Blanco y Garcia-Bellido, 1996) y
luego en humanos (Jurado et a/., 1999). Todos los miembros de la familia PMT se
clasifican en la familia de glicosiltransferasas 39 (GT39) (http://www.cazy.org).
Curiosamente, no se han encontrado en los genomas de plantas. Este O-glicano
naciente sufre un posterior procesamiento en el aparato de Golgi. El segundo y
tercer residuo de manosa se transfieren desde GDP-manosa hacia el O-glicano por
la actividad de a-1,2-manosiltransferasas (Ktrlp, Ktr3p y Mntlp). Finalmente, se
incorpora el cuarto y quinto residuo de manosa por la accion de

o-1,3-manosiltransferasas (Mnnilp, Mnt2p, Mnt3p) (Strahl-Bolsinger et a/., 1999).

La O-glicosilacion de proteinas es similar en otros hongos aunque con
pequenas variaciones (Figura 8). En el caso de la levadura S. pombe presentan
ademas residuos de galactosa unidos al tercer residuo de manosa en el O-glicano

(Figura 8) (Gemmill y Trimble, 1999a, b). Por otro lado, los O-glicanos de hongos

S. cerevisiae C. albicans S. pombe Aspergillus sp.

Mnt2,3/Mnn1
al,3
Mnt2,3/Mnn1

6
al,3 al,2 al,3 a2 p1.5
Mnt1/Ktr1,3 Ser/Thr
12 al2 p1.6
1,2 al,6
a al,2 at,3 %G

Ktr1,3/Mnt1
Qer/Thr 6 Cer/Thr 6 CerlThr 6 Cer/Thr Qer/Thr 6

al,2

Pmt1-6
Figura 8. Estructuras tipicas de los O-glicanos sintetizados en distintos hongos.
En el ER, la familia PMT transfiere el primer residuo de manosa a los residuos de serina
y treonina de la proteina en sintesis. Luego, varias manosiltransferasas producen la
elongacion de los O-glicanos en el aparato de Golgi. Esquematicamente los circulos
verdes son los residuos de manosa, circulos amarillos representan los residuos de
galactosa o galactofuranosa (f) y tridngulos azules son los residuos de glucosas. Notese
la variacion en la forma de los O-glicanos sintetizados en cada hongo.

al2 at,3 at B1.5

)G
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del género Aspergillus (Figura 8) estan formados generalmente por cadenas cortas
de tres residuos de manosas unidos a la estructura central con enlaces a-1,2- y
a-1,6-glucosidicos (Oka et al, 2005) o ramificados con residuos de glucosa,
galactosafuranosa o galactopentosas (Goto et a/., 1999; Goto, 2007). La estructura
de los O-glicanos en A. fumigatus también contienen un ndmero variable de
residuos de galactofuranosas unidos a las cadenas de manosas con enlaces

B-1,6- y B-1,5-glucosidicos constituyendo los galactomananos (Leitdo et a/., 2003).

La familia génica de manosiltransferasas de proteinas (PMT) que catalizan
la primera reaccion de O-glicosilacion en el ER esta formada por seis proteinas en
S. cerevisiae (ScerPmtlp-ScerPmt6p) y se encuentra dividida en tres subfamilias
PMT1, PMT2 y PMT4 (Strahl-Bolsinger y Tanner, 1991; Strahl-Bolsinger et al.,
1993; Gentzsch et al., 1995; Immervoll et al, 1995; Lussier et al, 1995). Las
subfamilias PMT1 y PMT2 son redundantes ya que contienen cada una mas de un
miembro, mientras que sélo un miembro estd presente en la subfamilia PMT4
(Gentzsch y Tanner, 1996). Los miembros de la subfamilia PMT1 (ScerPmtlp y
ScerPmt5p) tienen 53 % de identidad de secuencia aminoacidica y un 65 % los de
la subfamilia PMT2 (ScerPmt2p, ScerPmt3p y ScerPmt6p) (Lommel y Strahl, 2009).
Los miembros de las subfamilias PMT1 y PMT2 forman complejos heterodiméricos,
mientras que la subfamilia PMT4, actla como un complejo homomérico (Figura 9)
(Girrbach et al, 2000; Girrbach y Strahl, 2003). Ademas, los miembros de una
misma subfamilia pueden interactuar entre si bajo ciertas condiciones fisiologicas
Ccomo un mecanismo compensatorio para garantizar la O-glicosilacién de proteinas
(Girrbach y Strahl, 2003). La formacién de dichos complejos es importante para la
funcionalidad de las PMT vy la especificidad de sustrato (Girrbach et a/, 2000;
Proszynski et al., 2004; Hutzler et a/., 2007).
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Figura 9. Formacion de complejos heterodiméricos entre las subfamilias PMT1 y PMT2
y de homoémeros en la subfamilia PMT4.

Cada subfamilia estan representados con diferente forma y color: PMT1 (circulos
verdes); PMT2 (cuadrados rojos) y PMT4 (pentagonos azules). Adaptado de (Girrbach y
Strahl, 2003).

La topologia de ScerPmtlp se muestra en la Figura 10. Se ha demostrado
que es una glicoproteina integral de membrana del ER con siete regiones
transmembranas, las cuales estan conservadas en todas las proteinas PMT (Strahl-
Bolsinger y Scheinost, 1999). La regién amino-terminal de ScPmtilp esta orientada
hacia el lado citoplasmatico y la region carboxi-terminal hacia el lumen del ER. Se
forman dos bucles hidrofilicos orientados hacia el lumen del ER entre dos regiones
transmembrana (TM) bien definidas y que contienen dominios conservados en las
Pmtp. Un estudio de mutaciones en el Bucle 1 demostré que los aminoacidos
Arg64, Asp77 y Glu78 son cruciales para la unién al sustrato y actividad enzimatica
de manosiltranferasa, y el motivo DEx forma parte del dominio catalitico PMT de
las Pmtp (Girrbach et a/, 2000). La presencia de arginina (Arg138) en la segunda
region transmembrana es esencial para la formacion y estabilidad del complejo
Pmt1pPmt2p (Girrbach ef a/., 2000; Girrbach y Strahl, 2003). Por otro lado, dentro
de la region central hidrofilica (Bucle 5) estd el dominio conservado MIR
(proveniente de manosiltransferasa-receptores de rianodina inositol trifosfato) que
es usado para la identificacion de homdlogos de otras especies flngicas (Girrbach
et al., 2000; Prill et al., 2005; Willer et al., 2005; Kriangkripipat y Momany, 2009;

Willger et al, 2009). Este dominio MIR presenta tres subdominios conservados
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Figura 10. Modelo de la topologia de la proteina ScerPmtip.

Notese la localizacion de los dominios PMT y MIR en los bucles hidrofilicos 1 y 5. En rojo
se indican dos residuos Arg conservados en las regiones transmembranas, y Asp-Glu
necesarios para su actividad enzimatica. Adaptado de (Lommel y Strahl, 2009).

Motivos A, B y C. Ademas, dentro del subdominio A de Pmt4p existe una insercion
de siete aminoacidos, que no existe en ninguna de las otras dos subfamilias
(Girrbach y Strahl, 2003; Olson et al., 2007).

El estudio fenotipico de las cepas deletantes PMT de S. cerevisiae ha
permitido caracterizar las funciones de estas proteinas. Los mutantes simples
(Apmti-6) fueron viables, mostrando fenotipos de velocidad de crecimiento
reducida y mayor sensibilidad a compuestos desestabilizantes de la pared celular
(Gentzsch y Tanner, 1996). Los dobles mutantes (ApmtZ2pmt3, Apmt2pmit4) sélo
crecieron con estabilizacion osmodtica, mientras que los triples mutantes
(ApmtipmtZpmt4 y ApmitZ2pmt3pmt4) fueron letales (Gentzsch y Tanner, 1996).
Esto refleja que la O-glicosilacion de proteinas es un proceso esencial para la
rigidez e integridad de la pared celular (Gentzsch y Tanner, 1996). Ademas, se ha
demostrado que precede y controla la N-glicosilacion en este organismo (Ecker et
al., 2003).

Existen varias investigaciones que han demostrado la implicacion de la
familia PMT en el desarrollo morfolégico y la virulencia de hongos patdgenos. A

diferencia de lo encontrado en S, cerevisiae, la familia génica PMT es menos
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redundante en otras especies fungicas (Tabla 3). En el hongo patdgeno C. albicans
se han identificado cinco manosiltransferasas de proteinas, cuyas mutaciones
Apmt2 y ApmtZ2pmit4 fueron letales (Timpel et al, 2000; Prill et al., 2005). Los
mutantes PMT de C. albicans mostraron defectos en la formacion de hifas, mayor
sensibilidad a compuestos antiflingicos y una virulencia reducida (Prill et a/., 2005).
En S. pombe y C. neoformans solo se han identificado un miembro para cada
subfamilia PMT (Willer et a/.,, 2005; Willger et al., 2009). En ambos organismos, la
disrupcion del gen PMT2 fue letal. Los mutantes en los genes OMAI y OMA4 de
S. pombe que fueron homdlogos a PMT1y PMT4 de S. cerevisiae, presentaron una
mayor sensibilidad a compuestos antifungicos y defectos en la separacion celular y
en la formacion de septos (Tanaka et a/., 2005; Willer et al., 2005). La disrupcion
del gen PMT4 de C. neoformans influyd negativamente sobre la morfogénesis y la

virulencia de este patdgeno flngico (Olson et al., 2007).

En estudios previos con hongos filamentosos se ha demostrado que la
familia génica PMT de A. nidulans y A. fumigatus estd compuesta solamente por
tres miembros individuales para cada subfamilia (Goto et al, 2009; Kriangkripipat
y Momany, 2009; Fang et &/, 2010; Mouyna et &/, 2010). La disrupciéon del gen
PMTA (homdlogo a ScerPMT2) no es letal en A. nidulans y A. awamori
contrariamente a lo encontrado en A. fumigatus (Fang et al., 2010). Los fenotipos
de los mutantes ApmtB (Apmtl), ApmtA (Apmt2), y ApmitC (Apmit4) en A. nidulans
mostraron crecimiento reducido, hipersensibilidad a CFW vy defectos en
morfogénesis (Goto et a/., 2009; Kriangkripipat y Momany, 2009). Las mutaciones
PMT1y PMT4 que fueron viables en A. fumigatus no tuvieron efecto negativo en la
virulencia de este hongo patdgeno, a pesar de que el mutante Apmit4 presento
defectos severos de crecimiento (Zhou et al., 2007; Mouyna et al., 2010). En el
genoma del hongo fitopatdgeno U. maydis se han identificado sélo tres miembros
de la familia PMT y el mutante Apmt4 no fue patogénico sobre maiz y presento

una formacién anormal de apresorios (Fernandez-Alvarez et al, 2009).

En base a la reconocida importancia de las proteinas PMT en distintos

procesos bioldgicos de los hongos (Tabla 3), en esta tesis también se ha abordado
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Tabla 3. Funciones relacionadas con las manosiltransferasas de proteinas en hongos.

Proteinas

Organismo PMT Funciones Referencias
Pmtilp,
Pmt2p, Lussier et al 1995;
. Pmt3p, Crecimiento e integridad de la Gentzsch y Tanner,
& GHEVEES Pmt4p, pared celular. 1996; Strahl y
Pmt5p, Bolsinger, 1999
Pmt6ép
Pmtlp, - Hfogénesi Timpel et al, 1998;
Pmt2p Crecimiento, morfogenesis, Timpel et a/, 2000;
C. albicans Pmt4 / integridad de pared celular, Prill et aj, 2605' I
: Pmtsp' sensibilidad antifdngica, ROhuabi s et o)
P adherencia y virulencia. !
Pmtép 2005
S. pombe 8m:;p’ Crecimiento, morfogénesis Willer et al, 2005;
- P P integridad de la pared celular Tanaka et a/, 2005
Oma4p
Pmtip, Morfogénesis, integridad de )
C. neoformans Pmt2p, pared celular, sensibilidad a \?\}ﬁ;)'lregfg /2283’9
Pmt4p estrés osmotico, virulencia 9 d
Pmtl Crecimiento, morfogénesis, Mouvna et a/ 2010:
A. fumigatus Pmtzg’ izt sle) @19 21| @il Fangy et al, 2610' ,
’ ! sensibilidad a equinocandina y ! !
AL no participan en virulencia 2D, 5 280,
PmtBp Crecimiento, morfogénesis gizweﬂ/aé'o%aqz;
. ! (esporulacion), integridad de ! L
A. nidulans Emi’ép’ pared celular y sensibilidad a E?i;c:m elfr‘iai/’izgt?%t al
P compuestos antiflingicos 20099 PP ’
Pmtip, Sensibilidad a compuestos Fernandez-Alvarez
U. maydis Pmt2p, antifingicos, formacion de e 4. 2009
Pmt4p apresorios y patogénesis !

la identificacion y caracterizaciéon de los genes PMT en el hongo patégeno

postcosecha P. digitatum.

Los defectos fenotipicos caracterizados en los mutantes PMT7 de hongos se

han relacionado con una deficiente glicosilacion de proteinas dianas que pueden

estar participando directamente en los procesos implicados (estructura de la pared

celular) o bien indirectamente actuando como moléculas sensoras de rutas de

sefializacion necesarias para la regulacion intracelular de dichos procesos. En

S. cerevisiae se comprobd que el complejo Pmtlp-Pmt2p participa en la
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O-glicosilacion especifica de proteinas relacionadas con la pared celular como
Kre9p, Ctslp y Pir2p (Gentzsch y Tanner, 1997), mientras que AxI2p, Gaslp y
Fuslp son glicosiladas por Pmt4p (Gentzsch y Tanner, 1997; Sanders et al., 1999;
Proszynski et al., 2004). Ademas, las proteinas localizadas a nivel de membrana
como Wsclp, Wsc2p, Mid2p, Msb2p son potencialmente O-glicosiladas por
miembros de la familia PMT y actian como osmosensores (Philip y Levin, 2001;
Lommel et al., 2004; Proszynski et al., 2004; Hutzler et a/., 2007).

En estudios previos también se han descrito varias proteinas que son
glicosiladas por la familia PMT en C albicans (Kapteyn et al., 1999; Kapteyn et al.,
2000; Prill et al, 2005; Cantero et al, 2007), U. maydis (Lanver et al, 2010;
Fernandez-Alvarez et al, 2012) y A. nidulans (Goto et al., 2009; Kriangkripipat y
Momany, 2009; Futagami et a/, 2011), y cuya glicosilacion defectuosa influyd
negativamente en la integridad de pared celular, morfogénesis, sensibilidad a
compuestos antifingicos e interaccion de hongo patdgeno con el huésped. Por
ejemplo, se ha descrito que la proteina osmosensora Msb2p protege a las células
de C albicans frente a la toxicidad de péptidos antimicrobianos (Szafranski-
Schneider et a/.,, 2012). Ademas se ha encontrado que Msb2p es O-glicosilada por
Pmt4p en U. maydisy participa en la formacién de los apresorios necesarios para
la completa virulencia de este hongo bidtrofo (Lanver et a/, 2010; Fernandez-
Alvarez et al, 2012).

Como se ha descrito en esta Introduccion, la glicosilacion de proteinas se
ha relacionado con la virulencia de hongos patdgenos y ademas, determina la
sensibilidad de levaduras frente al péptido modelo PAF26. Esta tesis doctoral esta
centrada en la identificacién y caracterizacion funcional de genes PMT en el hongo
patdégeno postcosecha de frutos citricos A. digitatum. También se ha usado
S. cerevisiae para caracterizar su interaccion con PAF26, y la importancia de la
pared celular y la glicosilacion de proteinas en el modo de accidn del péptido. Este
trabajo demuestra la importancia del gen PdigPMT2 en el crecimiento,
esporulacién, sensibilidad a compuestos antifingicos incluyendo a PAF26 y en la

virulencia de P. digitatum.
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Objetivos

OBJETIVOS

Este trabajo se enmarca en el estudio del mecanismo de accién antifingico
del péptido PAF26 y de la participacion de la glicosilacién de proteinas en dicho
mecanismo. Se ha profundizado en el analisis de la implicacién de la pared celular
y de genes de glicosilacion de proteinas como determinantes de la sensibilidad de
S. cerevisiae a PAF26, y se han identificado y caracterizado funcionalmente los
genes de las manosiltransferasas de proteinas (PM7) en el hongo patdgeno
postcosecha de frutos citricos Penicillium digitatum. Se han desarrollado los

siguientes objetivos especificos:

1. Caracterizacion de la interaccion del péptido antifingico PAF26 sobre la

levadura modelo Saccharomyces cerevisiae.

2. Identificacion de la familia de genes PMT en el hongo fitopatdgeno

Penicillium digitatum y caracterizacién de su expresién génica.

3. Caracterizacion funcional de los genes PMT en P. digitatum mediante
disrupcién génica y expresion constitutiva a través de transformacion genética

mediada por Agrobacterium tumefaciens.












MATERIALES Y METODOS

1. Microorganismos y plasmidos

En la Tabla 4 se indican las principales cepas de bacterias, levaduras y del

Tabla 4. Listado de microorganismos utilizados en este trabajo.

Especie Cepa Caracteristicas
el4-(McrA-) recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17
E. coli JM109 (rK— mK+) supE44 relAl A(lac-proAB) [F” traD36
proAB lacIgZAM15]
A. tumefaciens AGL1 (Lazo et al., 1991)
S.cerevisiae BY4741 Cepa Earental (MATa his3A1 leu2A0 met15A0
uralA0)
Ajpt! BY4741a ipt1A::KanMX4
Aargl BY4741a argl1A::KanMX4
Aecm33 BY4741a ecm33A::KanMX4
Aeosi BY4741a eosl1A::KanMX4
Apmti BY4741a pmtlA::KanMX4
Apmt2 BY4741a pmt2A::KanMX4
Apmt3 BY4741a pmt3A::KanMX4
Apmt4 BY4741a pmt4A::KanMX4
Apmt5 BY4741a pmt5A::KanMX4
Apmté6 BY4741a pmt6A::KanMX4

PHI26 Cepa silvestre altamente virulenta (Lopez-Garcia
(CECT20796) et al., 2002)
Transformante Apmt2 con disrupcion del gen

P. digitatum

POEHSIS — prigemr2
Transformante ectdpico del casete de disrupcion
PDEH>40 del gen PdigPMT2
PDEH58 Tran;formante del gen PdigPMT2 con expresion
constitutiva
PDEH59 Trans_formante del gen PdigPMT2 con expresion
constitutiva
PDEH67 Trans_formante del gen PdjgPMT2 con expresion
constitutiva
Transformante del gen PdigPMTI con expresion
PDEH8 L
constitutiva
Transformante del gen PdigPMT1 con expresion
PDEH9 L
constitutiva
PDEH143 Trans_formante del gen PdigPMT4 con expresion
constitutiva
PDEH144 Tran;formante del gen PdigPMT4 con expresion
constitutiva

a. http://web.unifrankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf
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hongo P. digitatum utilizadas en este trabajo. Los plasmidos generados durante

esta tesis se enumeran en la Tabla 5.

Tabla 5. Plasmidos obtenidos en esta tesis.

Plasmido

Descripcion

pGEM-T_pmt1_EH43
pGEM-T_pmt2_EH2
pGEM-T_pmt4_EH39
pGEM-T_PdigPMT1_GOI
pGEM-T_PdigPMT2_GOI
pGEM-T_PdigPMT4_GOI
pGEM-T_PdigPMT1_CDS
pGEM-T_PdigPMT2_CDS
pGEM-T_PdigPMT4_CDS
pGREG505_PdigPMT1
pGREG505_PdigPMT2
pGREG505_PdigPMT4

pGEM-T_Hyg

pGEM-T_pmtl1_Hyg
pGEM-T_pmt2_Hyg
pGEM-T_pmt4_Hyg

pGEM-T_PgpdA

pBHt2_PgpdA

pBHt2_pmt1
pBHt2_pmt2
pBHt2_pmt4

pGKO2_pmt1
pGKO2_pmt2

pGKO2_pmt4

Fragmentos parciales de los genes PMT de P. digitatum
clonados en pGEM-T

Genes completos PMT de P. digitatum PHI26 clonados en
pGEM-T

Secuencias codificantes PMT de P. digitatum PHI26
clonados en pGEM-T

Secuencias codificantes PMT de P. digitatum PHI26
clonados en pGREG505

Casete de higromicina derivado de pBHt2 clonado en
pGEM-T

Casete de disrupcion para los genes PMT de P. digitatum
PHI26 clonado en pGEM-T

Promotor gpdA de A. nidulans derivado de pTASS
clonado en pGEM-T

Promotor gpdA de A. nidulans clonado con Psfl/Smal en
pBHt2

PdigPMT clonados en pBHt2_PgpdA para expresion
constitutiva

PdigPMT1 interrumpido por el casete Hyg clonado con
Hindl1l/Sal en pGKO2

PdigPMT2 interrumpido por el casete de Hyg clonado con
Xbal/Sal en pGKO2

PdigPMT4 interrumpido por el casete de Hyg clonado con
Hindl1l/Spel en pGKO2
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2. Medios de crecimiento y condiciones de cultivo

2.1. Bacterias

La cepa bacteriana JM109 de E£. coli se crecié en medio LB (Sambrook et
al, 1989) a 37°C. La cepa AGL1 de A. tumefaciens se creci6 en medio LB

conteniendo el antibidtico rifampicina (20 ug/mL) a 28 °C.

2.2. Levaduras

Las cepas de levadura empleadas en este trabajo se crecieron a una
temperatura de 30 °C en medio YPD (1 % de extracto de levadura, 2 % de
peptona, 2 % de dextrosa, mas 1,5 % agar bacterioldgico en el caso de placas de
medio sodlido). Para la preparacién de los pre-indculos, las cepas de levadura se
crecieron toda la noche a 30 °C en agitacion 200 rpm en medio liquido YPD. Al dia
siguiente los cultivos nocturnos se refrescaron a una densidad éptica a 600 nm
(DOgoo) de 0,2 y se crecieron a 30 °C durante 3 h hasta alcanzar la fase
exponencial (DOgg ~ 0,5). Seguidamente, se cuantificd el nimero de células/mL
con una camara cuenta glébulos (Neubahuer improved, Brand, Germany) y se

ajusto a la concentracion apropiada para cada ensayo.

2.3. P. digitatum

La cepa silvestre PHI26 de P. digitatum utilizada en esta tesis se crecié en
placas de medio solido PDA (agar patata dextrosa, Difco), a la temperatura optima
de 24 °C durante 7-10 dias. Generalmente, luego de 7 dias de incubacién (hasta
12 dias en el caso de los transformantes con dificultades de crecimiento) se
recogieron los conidios rascando las placas esporuladas con asas estériles y
resuspendiéndolos en agua estéril. Luego se filtraron con velo de novia y se
diluyeron para su recuento en camara cuenta gldbulos (Neubahuer improved) para

ajustar a la concentracién deseada en cada experimento.

Para la extraccion de RNA, una suspension de 2,5 x 10* conidios/mL se
inoculd en el centro de membranas de nitrocelulosa depositadas sobre placas PDA.
Las placas se incubaron a 24 °C durante 2, 4 y 7 dias, el micelio crecido se

recuperd, secd y congeld a -80 °C hasta la extraccién de RNA. En determinados
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experimentos, el hongo se crecié en placas de medio PDA conteniendo sorbitol
(1,2 M) o perodxido de hidrogeno (1 mM) y se recuperd a los 3 dias de incubacion a
24 °C.

En el caso del crecimiento del hongo en medio liquido se usé medio PDB
(caldo patata dextrosa, Difco). Para la extraccion de RNA, se inocularon 100 mL de
medio liquido diluido 1/5 (PDB al 20 %) con 5 x 10° conidios/mL del hongo y se
incubaron a 24 °C en agitacion 200 rpm durante 1, 2, 3 y 6 dias. El micelio fue

recuperado, filtrado, secado y congelado a -80 °C.

3. Péptidos sintéticos

Los péptidos utilizados en ese estudio (Tabla 6) fueron sintetizados por la
compaiia GenScript Corporation (Piscataway, EEUU) a una pureza de >95 %,
siguiendo la metodologia de sintesis multiple de péptidos en fase solida mediante
la quimica del grupo base-labil N-(9-fluorenil)-metoxicarbonilo (Fmoc) (Fields y
Noble, 1990). La identidad de los péptidos se confirmd por espectrometria de
masas y su pureza por cromatografia HPLC. En el caso de los péptidos PAF26,
PAF95 y PAF96 también fueron sintetizados con su extremo amino terminal

modificado por la adicién covalente del fluoréforo tetrametilrodamina (TMR).

Las soluciones stock de cada péptido se prepararon a 1-5 mM en tampodn

10 mM 3-(N-morfolino)-acido propanosulfénico (MOPS) a pH 7 y se mantuvieron

Tabla 6. Secuencias y propiedades de los péptidos usados en este estudio.

Péptido Secuencia Carga MW _Fuente
PAF26 RKKWFW 3 950 a
PAF95 AAAWFW 0 751 b
PAF96 RKKAAA 3 644 b
P113 AKRHHGYKRKFH nd nd C
Melitina GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-NH2 5 2847 d
Cecropina A KWKLFKKIEKVGQNIRDGIIKAGPAVAVVGQATQIAK-NH2 7 3933 e

Los residuos de aminoacidos catidnicos Arg y Lys aparecen en rojo, los aromaticos Trp y
Phe en verde, los alifaticos Leu, Ile y Val en azul. Referencias: a. (Lopez-Garcia et al.,
2002); b. (Mufioz et al, 2013b); c. (Jang et al, 2008); d. (Terwillinger y Eisenberg,
1982); e. (De Lucca et al., 1997).
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a -20°C. Las concentraciones de los péptidos se determinaron por
espectrofotometria midiendo la absorbancia a 280 nm (€2*°= 5600 Mlcm™ para el
aminodacido triptéfano y de 1200 Mlcm™ para el residuo tirosina) y confirmandose
antes de cada experimento. En el caso de los péptidos TMR-PAF26, TMR-PAF95 y
TMR-PAF96, la concentracion también se determind por espectrofotometria
mediante la medida de la absorbancia a 555 nm (€*°= 95000 Mlcm™ del
fluoroforo TMR). Las soluciones stock de cada péptido se prepararon en tampon

MOPS a pH 7 y se mantuvieron a -20 °C protegidas de la luz.

4. Ensayos de sensibilidad frente a compuestos antifiingicos

4.1. S. cerevisiae

Se aplicaron 5 pL de diluciones seriadas (1/5) desde 1 x 10’ UFC/mL de
cultivos crecidos en fase exponencial sobre placas de medio sdlido YPD
conteniendo 0,03 % de dodecilsulfato sédico (SDS) (Sigma Aldrich) 6 12,5 pg/mL
de blanco de calcofluor (CFW) (Fluorescent Brightener 28, Sigma Aldrich). Las

placas se incubaron a 30 °C durante 2 dias.

4.2. P.digitatum

Se depositaron 5 pL de diluciones seriadas (1/10) desde una suspension de
1 x 10° conidios/mL de los hongos sobre placas de medio sélido PDA, conteniendo
100 6 150 pg/mL de CFW; 200 6 300 pug/mL de SDS; 100 6 150 ug/mL de rojo
Congo (CR) (Sigma Aldrich). Para el anadlisis de sensibilidad frente al estrés
oxidativo se sembraron suspensiones de conidios en el centro de placas PDA,
conteniendo 1, 2 6 3 mM de peroxido de hidrégeno (H,0,) (Sigma Aldrich). Las

placas se incubaron a 24 °C durante 3 dias.
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5. Ensayos de actividad antimicrobiana y microbicida de péptidos

sintéticos
5.1. 8. cerevisiae

Para la realizacion de los ensayos de actividad fungicida frente a levaduras
se siguid la metodologia descrita previamente (Lopez-Garcia et a/, 2010a). Las
células de levadura (1 x 10’ células/mL) preparadas en YPD 20 % se incubaron
con los péptidos PAF26, PAF95 o PAF96 a concentraciones MIC de 64 uM, o con
melitina a 32 uM. Luego de 24 h de incubacién a 30 °C, las células tratadas se
diluyeron (1/5) y se depositaron en forma de gotas de 5 uL de las diluciones
seriadas sobre placas de YPD libres de péptido. Las placas se incubaron a 30 °C

durante 2 dias.

En otro tipo de experimento realizado para obtener las curvas dosis-
respuesta de los distintos péptidos PAF26, cecropina A, melitina y P113 frente a
cepas de levadura, se trataron suspensiones de 1 x 10* células/mL (YPD 20 %)
con distintas concentraciones de cada péptido entre 4 y 256 uM. Luego de
incubarlos 24 h a 30°C, se prepararon diluciones seriadas (1/5) de cada
tratamiento y se sembraron 5 uL de cada dilucién en placas YPD (sin péptido).
Estas placas fueron incubadas durante 2 dias a 30 °C y posteriormente se realizd

el recuento de las colonias microbianas. Estos ensayos se realizaron por duplicado.

5.2. P.digitatum

Para llevar a cabo el ensayo de inhibicion del crecimiento (o fungiestatico)
del péptido PAF26 frente a las cepas del hongo P. digitatum se siguid la
metodologia descrita previamente (Lopez-Garcia et al, 2002). Se usaron placas
estériles de microtitulo de 96 pocillos (Nunc) y se determind la DO4s, a diferentes
tiempos de incubacién, en un espectrofotometro de placas Multiskan Spectrum
(Thermo Electron). Como medio de crecimiento se usé medio PDB diluido al 5 %
conteniendo 0,003 % (w/v) de cloranfenicol. Se trataron 5 x 10° conidios/mL de
cada cepa flngica con distintas concentraciones crecientes del péptido (0,25 a
16 uM). Las placas de microtitulo se incubaron a 24 °C. Se prepararon tres réplicas

para cada concentracion de péptido y se calculé la DO media y la desviacion
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estandar (SD) para cada tratamiento. La concentracion minima inhibitoria (MIC) de
un péptido para un microorganismo dado se definid como la minima concentracion
de péptido que no mostrd crecimiento al final del experimento (después de 3 dias
de incubacién), en ninguno de los experimentos que se realizaron con esa

combinacion de péptido-hongo.

Por otro lado, en los ensayos que se realizaron para evaluar la actividad
fungicida del péptido PAF26, suspensiones de 2,5 x 10* conidios/mL de las
distintas cepas flungicas del hongo se incubaron con tres concentraciones del
péptido (4, 16 y 32 uM) asi como con un control (sin péptido). Este experimento se
realizd en agua o sorbitol 1 M (Sigma Aldrich). Luego de 16 h de incubacion a
temperatura ambiente, se prepararon diluciones seriadas de los distintos
tratamientos y se sembraron sobre placas de PDA. Estas placas se incubaron
durante 4 dias a 24 °C y posteriormente se hizo el recuento de colonias flngicas

viables.

6. Visualizacion microscopica

6.1. S. cerevisiae

La visualizacion microscépica de la interaccion de los péptidos PAF26,
PAF95 y PAF96 marcados fluorescentemente con TMR sobre la levadura
S. cerevisiae se hizo mediante microscopia confocal laser en el Fungal Cell Biology
Institute (Universidad de Edimburgo, Reino Unido). Se utilizd un sistema confocal
laser (BioRad Scannig System Radiance 2100) equipado con tres lineas de laser
(Ar, HeNe y Red Diode), sobre un microscopio invertido modelo NIKON Eclipse
TE2000-U, con platina motorizada. La fluorescencia de los péptidos marcados con
TMR y el yoduro de propidio (PI, Sigma Aldrich) se detectaron con el filtro RFP que
tiene una longitud de onda de excitacion de 543 nm y emisién de 580-700 nm. Por
otro lado, para la deteccion del marcador vacuolar cDFFDA (Oregon Green 488
carboxylic acid, OR, USA) se us6 una longitud de onda de 488 nm para la
excitacion y de 515-530 nm para la emision de la fluorescencia. En general, se

empled un detector de luz transmitida para la toma de fotografias simultaneas en
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campo claro con los objetivos 40x y 60x (inmersion). Esto se hizo utilizando el
programa Lasersharp (v.5.1, BioRad) y posteriormente se procesaron con el

programa Image] (v.1.44, MacBiophotonics).

6.1.1. Localizacion e interaccion de los péptidos PAF26, PAF95 y PAF96

en células enteras

Se trataron suspensiones acuosas de 1 x 10° UFC/mL de las distintas cepas
de S, cerevisiae (Tabla 4) con 2,5 uM de los péptidos marcados fluorescentemente
(TMR-PAF26, TMR-PAF95, TMR-PAF96) y se incubaron durante 30-60 min a 30 °C
en oscuridad. Posteriormente, se montaron en camaras de cultivo de 8 celdas
(Nalge Nunc International, Rochester, NY) y se observaron inmediatamente bajo el
microscopio confocal laser. En el caso de los ensayos realizados para comprobar la
localizacion intracelular del péptido TMR-PAF26, se incubaron las células de
levadura durante 30 min a 30 °C en agua con 20 uM de la sonda vacuolar
(cDFFDA) y luego se les agregd el péptido marcado a la misma concentracion y

condiciones de incubacion detalladas previamente.

6.1.2. Localizacion e interaccion del péptido PAF26 en protoplastos

La obtencién de protoplastos de S. cerevisiae se realizd siguiendo el
protocolo descrito previamente (Petit ef al, 1994), pero con algunas
modificaciones. Se prepararon pre-indculos nocturnos que se refrescaron a una
DOgyo de 0,2 en 5 mL de YPD e incubaron durante 3 h a 30 °C y 200 rpm. Luego,
se prepararon diluciones 1/100 de cada cultivo para el recuento y se calcul el
volumen necesario para tener 1 x 10° células/mL. Se centrifugaron a 1150 xg,
5 min y se lavaron con 500 uL de agua (2 veces). Posteriormente, se les agregd
500 uL de soluciéon de pre-tratamiento (sorbitol 1 M, EDTA 60 mM, ditiotreitol
DTT 20 mM) y se incubaron durante 30 min a 30 °C. Las células se centrifugaron a
1150 xg, 3 min y se lavaron con 500 uL de sorbitol 1 M. Luego se les agregd
500 uL de solucion de protoplastos (sorbitol 1 M, EDTA 60 mM, citrato sédico
100 mM) conteniendo 2 mg/mL de solucion enzimatica (Glucanex, Sigma Aldrich).
Se incubaron a 35 °C durante 90 min y los protoplastos obtenidos se sedimentaron

por centrifugacion (1150 xg, 3 min), se lavaron dos veces con 500 pL de
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sorbitol 1 M y finalmente se resuspendieron en 300 uL de sorbitol. Estos
protoplastos se trataron con 2,5 uM del péptido TMR-PAF26 e incubaron a
temperatura ambiente, protegidos de la luz, durante 30-60 min, y se visualizaron

por microscopia confocal laser.

Por otro lado, en los ensayos que se realizaron para evaluar la actividad
fungicida por microscopia, las células enteras y los protoplastos de levadura fueron
sometidos primero a un tratamiento con 2,5 uM del péptido PAF26 sin marcar
(Tabla 6) durante 1 h a temperatura ambiente en oscuridad, y seguidamente se
les incorpord 2 ug/mL del marcador de muerte celular PI. Estas muestras se

observaron por microscopia confocal laser (apartado 6.1.1).

6.2. P. digitatum

El blanco de calcofluor es un compuesto que se une a la quitina presente
en las paredes celulares de los hongos permitiendo su deteccion y visualizacion por
microscopia de fluorescencia (Pringle, 1991). La observacion de la fluorescencia se
hizo mediante un microscopio de epifluorescencia (E90i, Nikon) con contraste
interferencial diferencial (DIC) para campo claro y la fluorescencia del CFW se
detectd con los filtros de longitudes de onda de excitacion/emisién de 395/440 nm,
respectivamente. Las fotografias se tomaron generalmente con el objetivo 40x

usando el programa NIS-Elements BR (v2.3, Nikon).

Para analizar la morfologia de las cepas flngicas por microscopia de
fluorescencia se utilizd el procedimiento descrito por (Harris et al, 1994). Se
depositaron 100 pL de una suspensién de 5 x 10* conidios/mL preparada en medio
PDB en el centro de portaobjetos de vidrio. Luego de 24, 48, 72 h de incubacién a
24 °C en ambiente saturado de humedad, se trataron con 100 uL de una solucion
de fijacion (formaldheido 3,7 %; tampon fosfato salino PBS 50 mM, pH 7; Triton
X-100 0,2 %) durante 30-60 min, se escurrieron y agregaron 100 uL de tampodn
PBS pH 7. Se trataron con una solucién de CFW 0,1 % p/v a una concentracion
final de 50 ug/mL, durante 10 min en oscuridad y lavaron con tampén PBS pH 7,
se escurrieron los portaobjetos y luego se les agregd una solucion de montaje (PBS
diluido 1/10, glicerol 50 % v/v).
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Por otro lado, para el analisis de la germinacién de los conidios y el micelio
envejecido de los hongos, se utilizaron cultivos sumergidos en 1 mL de medio PDB
gue se crecieron a 24 °C y 200 rpm, durante 16 h y 7 dias, respectivamente. Estas
muestras se trataron con CFW de la misma manera descrita previamente y luego
se montaron sobre el portaobjetos para su visualizacion por microscopia de

fluorescencia.

7. Ensayos de inoculacion sobre frutos citricos

Para evaluar la infeccidn de A. digitatum sobre frutos citricos, se realizaron
bioensayos de inoculacion controlada siguiendo el procedimiento frecuentemente
usado en nuestro laboratorio (Lépez-Garcia et al, 2002; Mufoz et al, 2007a;
Mufioz et al., 2007b). En estos ensayos se hicieron heridas en la piel del fruto y se
inocul6 cada herida con una concentracién determinada de conidios segun las
caracteristicas del ensayo realizado. Los experimentos se llevaron a cabo sobre
frutos recién cosechados de naranjas “Navelina” [ Gitrus sinensis (L.) Osbeck] que
fueron suministrados por la Cooperativa Vinicola de Lliria (Lliria, Valencia). Los
frutos se higienizaron mediante un bafio de 5 min en 5% de lejia comercial,
posteriormente se lavaron con agua y se secaron a temperatura ambiente durante
una noche. Se realizaron cuatro heridas en la region ecuatorial del fruto de unos
3 mm de profundidad con una punta de clavo estéril y se inocularon con 5 pL de
1 x 10* 6 1 x 10° conidios/mL del hongo dependiendo del ensayo. Para cada cepa
fungica se hicieron tres réplicas, de cinco frutos por réplica y cuatro heridas por
fruto. En todos los ensayos se usaron como control frutos de naranjas con heridas
e inoculados con agua estéril. Estas cajas de frutos inoculados se mantuvieron en
condiciones apropiadas para el avance de la enfermedad en camara a 20 °C y

90 % de humedad relativa.
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Figura 11. Evolucién de la podredumbre verde causada por P. digitatum PHI26 sobre

frutos citricos.

A) Curvas del progreso de la infeccién flngica con 1 x 10° conidios/mL (linea entera) y
con 1x10* conidios/mL (linea a trazos) obtenidas con el porcentaje de heridas
infectadas en cada dia post-inoculacion (dpi). B) Caja representativa de 15 frutos
infectados con el hongo, a 24 °C y 90 % humedad relativa, registrandose la aparicion y
el nimero de heridas infectadas desde los 2 a 7 dpi.

El desarrollo de la infeccion se determind diariamente a partir de los 2 dias
posteriores de inoculacién (dpi) y hasta los 7 dpi, registrandose la incidencia de la
podredumbre como porcentaje de heridas infectadas para cada una de las réplicas,
calculdndose la media y la desviacion estandar entre las 3 réplicas realizadas
(Figura 11). También, se observo la evolucion del indice de esporulacion sobre los

frutos infectados.

Para la extraccion de RNA, se recogieron muestras de tejido de naranjas
infectadas a los 1, 2, 3, 4 y 7 dpi, con un sacabocados de 5 mm de diametro
alrededor del sitio de inoculacion. Las muestras incluyen el flavedo de la piel (parte
coloreada) y el albedo (parte blanca), evitando la pulpa del fruto. Las muestras se
congelaron inmediatamente en nitrogeno liquido, se trituraron con un Molinillo

Al1, y almacenaron a -80 °C.
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8. Extraccion y purificacion de acidos nucleicos

8.1. Extraccion de DNA gendmico de P. digitatum

La purificacion de DNA se realizd a partir del micelio de un cultivo de
P. digitatum (5 x 10° conidios/mL) crecido en 500 mL de PDB durante 4 dias a
24 °C y 180 rpm, recogido por filtraciéon con velo de novia y secado con papel de
filtro. El micelio se congeld en nitrdgeno liquido, triturdé en un mortero de
porcelana y almacend a -80 °C hasta su utilizacion para la extraccion de DNA y
RNA. Para la extraccion de DNA de buena calidad se siguié un protocolo descrito
anteriormente (Moller et al., 1992) con modificaciones. Un gramo de micelio fue
homogeneizado en 10 mL del tampdn de extraccion TNES (Tris-HCl 100 mM pH 8,
EDTA 10mM pHS8, SDS 2% p/v, PB-mercaptoetanol 1% v/y,
proteinasa K 100 ug/mL). Se incubd durante una hora a 60 °C, con agitacion
moderada. Posteriormente, se afadieron 3,9 mL de NaCl 5M y 1,4 mL de CTAB
10 %. Esta mezcla se incubd a 65 °C durante 10 min. A continuacién se agregd un
volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se incubd en hielo durante
30 min y se centrifugé a 26900 xg durante 10 min a 4 °C. Se transfirid la fase
acuosa y se afadio 7,5 mL de acetato de amonio (NH40Ac) 5 M. Se incubd en hielo
durante 60 min, se centrifugd a 26900 xg, durante 10 min a 4 °C y se recupero el
sobrenadante. EI DNA se precipitd de la fase acuosa con 0,6 volimenes de
isopropanol y se centrifugd a 26900 xg durante 10 min. El precipitado se lavé con
70 % etanol, se dejé secar bien y finalmente se resuspendidé en 490 pL de TE
(Tris-HCI 10 mM pH 8,0; EDTA 2 mM pH 8,8) e incubd 1 h con 10 uL de RNAsa A
(20 mg/mL) (Sigma Aldrich) a 37 °C, para degradar el RNA. Seguidamente, la
muestra se mantuvo a temperatura ambiente toda la noche. Al dia siguiente se
afnadié 500 uL de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1) y se centrifugd
durante 15 min a 13200 xg. A continuacién, se transfirié la fase acuosa a un nuevo
tubo y se agregd 400 uL de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se volvié a
centrifugar y se recupero la fase acuosa, a la que se anadieron 35 puL de acetato
sddico 3 M y 210 uL de isopropanol (0,6 vol.) para precipitar el DNA. EI DNA se
recogid por centrifugacion a 13200 xg, durante 5 min, se lavd con etanol al 70 %
frio (-20 °C) y finalmente se resuspendid con 75 uL de TE. EI DNA se cuantificd por
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espectrofotometria y analizé por electroforesis en gel de agarosa (apartados 10 y
11).

Para la verificacién de los transformantes de P. digitatum por PCR y
analisis Southern se utilizé un protocolo rapido de extraccion de DNA (Khang et al.,
2007). Las cepas transformantes se cultivaron en tubos de 2 mL conteniendo 1 mL
de PDB durante 4 dias a 24 °C en agitacion 200 rpm. El micelio se recolecté por
centrifugacion a 13200 xg, 10 min a 4 °C, y congeld en N, liquido. Luego, se
agregaron 600 pL de tampdn de extraccion (Tris-HCl 50 mM pH 7,5; EDTA 100 mM
pH 8; SDS 0,5 % p/v; acetato sodico 300 mM) y 0,5 pL proteinasa K (10 pug/mL). A
continuacién, se tritur6 manualmente el micelio con ayuda de un micro vastago de
tubos eppendorf (Sigma Aldrich) y luego de incubarlos 1 h a 65 °C, se afadid
600 uL fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) agitando vigorosamente. Se
centrifugd a 13200 xg, 10 min a 4 °C y se transfirid la fase acuosa a un tubo
nuevo con 0,7 volimenes de isopropanol. El precipitado se lavo con etanol al 70
%, se centrifugd a 13200 xg, 10 min, se dejo secar bien y finalmente se
resuspendid en 35 uL de TE (Tris-HClI 10 mM pH 8, EDTA 2 mM pH 8) e incubd a
37 °C, 30-60 min con 0,5 uL RNAsa A (20 mg/mL). Generalmente se utilizé 0,5 a

1 uL del DNA gendmico para las reacciones de PCR.

8.2. Extraccion de RNA total de P. digitatum

Para la extraccion de RNA del micelio del hongo crecido /in vitro, se siguio
el siguiente protocolo. A 1 g de micelio congelado se afiadié 10 mL de tampén de
extraccion  (Tris-HCI 100 mM  pH 8,0; LiCl 100 mM; EDTA 10 mM pH 8,8;
SDS 1 % p/v; polivinil pirrolidona 40 PVP-40 1 % p/v; B-mercaptoetanol 1 % v/v)
con 5mL de fenol equilibrado con Tris-HCI, previamente calentados a 65 °C,
5 min. Se homogenizd con Polytron PT 45/80 (Kinematica AG) y luego de
incubarlos a 65°C durante 15 min, se afadi6 5 mL de cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1). Los restos celulares se eliminaron por centrifugacion durante
20 min a 4000 xg a 4 °C y el sobrenadante (~ 10 mL) fue reextraido con 10 mL de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). Luego, se recuperd la fase acuosa
superior centrifugando a 4 °C durante 20 min a 4000 xg. Se agregd 0,33

volimenes de LiCl 12 M y después de incubarlo 3 h a -20 °C, se centrifugd a
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26900 xg durante 1 h. El pellet resultante se lavd con 700 uL de etanol al 70 %
(v/v) frio y se centrifugd a 13200 xg durante 15 min a temperatura ambiente (2
veces). El precipitado se lavd con 250 uL de acetato sddico 3 M pH 6,0 (2 veces) y
centrifugd a 13200 xg durante 5 min a temperatura ambiente. Finalmente se
realizd un lavado del pellet con etanol 70 % (v/v) frio y se centrifugd a
temperatura ambiente a 13200 xg, 5 min. El pellet resultante se resuspendi6 en
50 uL de agua mili-Q estéril. El contenido en RNA se cuantificd por
espectrofotometria (apartado 10) y su integridad se determind por electroforesis

en gel de agarosa previa desnaturalizacion por calor (apartado 11).

Para extraer el RNA total de muestras de tejido de naranja infectada con el
hongo, se siguid el protocolo descrito previamente (Rodrigo et &/, 2004). Dos
gramos de tejido de naranja infectado se mezclaron con 10 mL de tampon de
extraccion  (Tris-HCl 200 mM pH 8,0, NaCl 400 mM, EDTA50 mM pH 8,8,
sarkosyl 2 % p/v, polivinol pirrolidona 40 (PVP-40) 1 % p/v, B-mercaptoetanol 1 %
v/v) y 5 mL de fenol equilibrado con Tris-HCl. Se incubd durante 15 min a 65 °C y
luego se anadieron 5 mL de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Los restos
celulares se eliminaron por centrifugacion durante 20 min a 4000 xg a 4 °C y el
sobrenadante (~ 10 mL) fue reextraido con 10 mL de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1). Luego de centrifugar a 4 °C durante 20 min a 4000 xg se
recuperd la fase superior y los acidos nucleicos se precipitaron con 1,5 volimenes
de etanol 100 % frio. Inmediatamente se centrifugd a 4 °C durante 15 min a
26900 xg, y el precipitado se lavd con 5 mL de etanol al 70 % (v/v). El sedimento
se resuspendidé en 7,5 mL de tampdn TESa (Tris-HCl 10 mM pH 8,0; EDTA 5 mM;
sarkosyl 0,1 % p/v) calentando a 65 °C durante 15 min. A continuacion se
anadieron 7,5 mL de agua mili-Q estéril, se mezcl, y se afadieron 5 mL de
LiCl 12 M. Después de incubar toda la noche a -20 °C se centrifugd a 26900 xg
durante 1 h. El RNA precipitado se lavo con 1 mL de etanol al 70 % (v/v) frio y se
centrifugd a 13200 xg, 5 min. Se lavd con 1 mL de acetato sédico 3 M (pH 6,0) y
centrifugd a 13200 xg durante 15 min a temperatura ambiente. Finalmente, se

realizd un lavado con etanol al 70 % (v/v) frio y se centrifugd a temperatura

58



Materiales y Métodos

ambiente a 13200 xg, 5 min. Finalmente, el pellet se resuspendid en 50 uL de

agua mili-Q estéril, y el RNA se comprob6 como se ha indicado anteriormente.

8.3. Extraccion y purificacion de otros DNA

La purificacion del DNA plasmidico de £. coli se realizd6 empleando el kit
comercial “Gen EluteTM Plasmid Miniprep Kit” (Sigma Aldrich). Los productos
amplificados por PCR y las muestras de DNA procedentes de reacciones de ligacion
o tratamientos con endonucleasas se purificaron siguiendo las instrucciones del kit
“High Pure PCR product purification” (Roche). Se utilizd el kit “PrepEase Gel
Extraction” (USB) para recuperar fragmentos de DNA de geles de agarosa. Para
esto Ultimo, las bandas de DNA de interés fueron cortadas del gel minimizando el

tiempo de exposicion a la luz UV.

9. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

9.1. PCR estandar

Las reacciones de amplificacion de DNA por PCR generalmente se
realizaron en un volumen final de reaccion de 50 uL conteniendo 50-200 ng del
DNA genémico 6 2 ng de DNA plasmidico, tampdn de reaccion 1x (Ecogen),
1,5 mM de MgCl,, solucién de dNTPs (0,2 mM de cada nucledtido, Invitrogen),
cada oligonucledtido (Invitrogen) a una concentracién final de 0,2 uM (excepto en
las PCR con cebadores degenerados que se utilizd a 0,1 uM), y 0,02 U/uL de
EcoTag DNA polimerasa (Ecogen). Las reacciones de amplificacion del DNA por
PCR se llevaron a cabo en dos termocicladores alternativos: un termociclador
estandar (TC-3000, Techne) y uno de gradiente G-Storm (GS482, Gene
Technologies). Los programas de amplificacion se adaptaron a cada caso concreto,
pero en general fueron: desnaturalizacién 3 min a 94 °C; 35 ciclos de tres etapas
de 30s a 94 °C, 45 s a la temperatura de hibridacién (generalmente Tm de los
oligonucledtidos usados menos 4-10 °C), y >1 min (este tiempo varié segin el
tamaiio del fragmento deseado, siendo necesario 1 min para amplificar 1 kb) a

72 °C; elongacion final de 5 min a 72 °C.
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En determinados casos como la generacién de construcciones para la
transformacion genética de A digitatum (p. ej., PCR de fusion) o la
complementacion funcional en levaduras se empled una DNA polimerasa
termoestable de alta fidelidad de copia (“AccuPrime™ Taq DNA polymerase High
Fidelity 7, Invitrogen). Las reacciones se hicieron siguiendo las instrucciones del
fabricante con 20 ng del DNA, el tampdn de reaccion 1x (AccuPrime PCR Buffer I,
Invitrogen), 0,2 uM de cada oligonucledtido, 1 U de “AccuPrime™ Taq High
Fidelity” (Invitrogen). Las condiciones de amplificacién fueron similares a las
mencionadas previamente, pero utilizando 68 °C para la fase de extension en la

reaccion de PCR que es la temperatura éptima de esta enzima.

9.2. RT-PCR cuantitativa a tiempo real (qRT-PCR)

Para determinar la expresion génica, en este trabajo se ha utilizado
exclusivamente la transcripcion reversa unida a PCR cuantitativa en tiempo real
(qRT-PCR). Primero, el RNA purificado se traté con DNAsa libre de RNAsa (kit
“DNA-free™” Ambion) para eliminar restos de DNA presentes en las muestras. Para
la sintesis de cDNA, el RNA tratado se sometid a transcripcion reversa usando
200 U de “SuperScript III reverse transcriptase” (Invitrogen), 0,5 ug de oligo
(dT)12-18 (Invitrogen), 5 mM de DTT, 500 uM de cada dNTP y 20 U de inhibidor de
RNasa (Roche Diagnostics) en un volumen final de 20 pL. La reaccion se incubd a
50 °C durante 1h 30 min y a continuacion se diluyeron las muestras de cDNA a las

concentraciones adecuadas para la gqRT-PCR cuantitativa.

Para el disefio de los oligonucledtidos cebadores especificos se utilizaron
los programas informaticos DNAMAN (version 4.03, Lynnon BioSoft) y Primer3Plus
(http://biotools.umassmed.edu). Se consideraron los parametros de 18-23 pb de
longitud, amplicones de 100-200 pb, 50 % de G+C y temperatura de hibridacion
proxima a 63 °C. Se comprobd que no formaran dimeros con el programa Gene
Runner (Version 3.05). Las secuencias de los oligonucledtidos especificos
disefiados se muestran en la Tabla 7. Estos mismos oligonucleétidos disefiados
para los genes PMT fueron utilizados para la busqueda de los fésmidos individuales

dentro de la biblioteca gendmica de P. digitatum (apartado 2.3 de Resultados).
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La gRT-PCR se realizd en un termociclador “LightCycler 480 Real-Time PCR
System” (Roche Diagnostics) y se utilizd el programa “LightCycler 480 SW 1.5”
(Roche Diagnostics) para el registro de los datos del ciclo umbral (Ct, “threshold
cycle”) de cada transcrito. Las reacciones de PCR se realizaron por triplicado en
placas de 96 pocillos, usando las muestras diluidas de cDNA (en general 100 ng),
2 volumen de la mezcla de reaccién (“master mix” del kit “LightCycler 480 SYBR
Green I”, Roche), y 0,3 uM de cada par de cebadores especificos en un volumen
final de 10 pL. Las condiciones de amplificacion fueron: 1 ciclo de 95 °C durante
10 min (desnaturalizacion); 40 ciclos de 95 °C durante 10 s, luego 10 s a la
temperatura de hibridacién (Thib) para cada pareja de oligonucleétidos especificos
(Tabla 7), y 72 °C durante 10 s; 1 ciclo del programa para obtener la curva de
desnaturalizacion. Cada muestra se someti6 al programa curva de
desnaturalizacion para determinar las Tm (temperatura media de
desnaturalizacion) de cada amplicon, el cual consistio en: 95 °C durante 10's; 15 s
a Thib + 5 °C); calentar hasta 95 °C con una rampa de calentamiento de 0,1 °C/s;
enfriar a 40°C durante 30s. El tamafo esperado de cada reaccion de
amplificacion se comprobd mediante PCR estandar (apartado 9.1) y electroforesis

en gel de agarosa (apartado 10).

La eficiencia (E) de cada pareja de oligonucledtidos en las reacciones de
gRT-PCR se calculé mediante curvas estandar con diluciones seriadas (1/2) por
triplicado de una mezcla de muestras de cDNA y representando el logaritmo en
base 10 de cada cantidad de cDNA frente al valor Ct usando el programa
“LightCycler 480 SW 1.5” (Roche Diagnostics). Se comprobd que las eficiencias

obtenidas fueron proximas a 2 para los cebadores analizados.

Se utilizaron simultdneamente los genes de referencia de expresion
tedricamente constitutiva de la B-Tubulina (Sanzani et al, 2009), la proteina
ribosomal L18 (Gandia et a/, 2012) y la subunidad pequefia ribosomal RNA18s
(Nair et al, 2009) (Tabla 7), validados mediante el programa geNorm
(http://medgen.ugent.be/wjvdesomp/genorm/) (Vandesompele et al, 2002). La
cuantificacion relativa de las diferencias de expresion de los genes de interés

normalizada frente a los genes de referencia en tratamientos mdltiples se
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AACt - donde

determind con el programa REST-MCS v2, siguiendo el método 2
AACt = ACt (gen de interés) - ACt (gen de referencia) (Pfaffl et al, 2002). La
significacién estadistica de los cambios de expresién génica se determiné mediante
el programa REST 2009 (http://www.genequantification.de/). Para la cuantificacion
absoluta, se obtuvieron curvas de referencia a partir de la amplificacion mediante
gRT-PCR de una serie de diluciones (1/10) de cantidades equimolares (0,03 moles)
para cada uno de los plasmidos que contenian fragmentos parciales de los distintos

genes PMT (Tabla 5).

Tabla 7. Oligonucledtidos especificos disefiados para qRT-PCR.

Organismo Nombre Gen Uso Secuencia 5°- 37 Thib (°C)
P. digitatum OJM115 PMT1 F CTCTCGCCGTTGGAATCTATCTT 63
OJM116 PMT1 R CTTGAACGAAGCGTGCTTGTAAT 63
0oJM91 PMT2 F GTATGCCTGGCTTTGTTTGACTG €3
OJM92 PMT2 R CTTCAGGTCGCCAAATTTATTCC 63
0OJM93 PMT4 F TGGACTTGGAACCAGAACAGGTA 63
0JM94 PMT4 R CATTGACTTGTGGAACCTCTTGG 63
OJM151 L1l8a F TGGGGCAGAGGGAACTTGAG 65
0OJM152 Ll8a R ACCGACGCTGTTGAGGCTCT 65
P. expansum OJM85 B-Tubulina F AGCGGTGACAAGTACGTTCC €5
OJM8 6 B-Tubulina R ACCCTTGGCCCAGTTGTTAC 65
P. chrysogenum OJM334 rRNA 188 F CGACTTCAGGAAGGGGTGTA 56
0JM335 rRNA 188 R CTTGGATGTGGTAGCCGTT 56

10. Reacciones de modificacion y manipulacion de acidos nucleicos

La concentracion y calidad de las muestras de acidos nucleicos (DNA y
RNA) se determinaron espectrofotométricamente (Nanodrop ND-1000) midiendo la

absorbancia a 260 y 280 nm.

Las reacciones de digestion con endonucleasas de restriccion (Fermentas,
Roche o Invitrogen) se realizaron en un volumen final de 20-25 uL, segln las
instrucciones del proveedor. Finalmente, se hizo una inactivacién térmica de las

endonucleasas (10 min a 80 °C).

La ligacion entre fragmentos de DNA con extremos cohesivos 0 romos se
'’

realizd con el enzima T4 DNA ligasa utilizando los kits comerciales “pGEM-T Easy”

(Promega) para la clonacion directa de productos de PCR (previa purificacion por
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columna, ver apartado 8.3) y “"Rapid DNA ligation Kit” (Roche) para el resto de
ligaciones. En algunos casos, y para disminuir la frecuencia de obtencion de
plasmidos sin inserto se procedid previamente a desfosforilar los plasmidos
linearizados, usando la enzima fosfatasa alcalina del kit “Rapid DNA Dephos and
Ligation” (Roche). Por otro lado, también previo a determinadas reacciones de
ligacién se empled la enzima Klenow polimerasa (Amersham) para el relleno de

extremos cohesivos.

11. Electroforesis de DNA

Para separar los fragmentos de DNA se utilizd la electroforesis en geles de
agarosa (desde el 0,8 al 2,0 %, aunque lo usual fue el 1,0 %), en tampdn de
electroforesis TAE 1x (40 mM de Tris-acetato, 1 mM de EDTA, pH 8,0) conteniendo
0,5 ng/mL de bromuro de etidio, a 80-100 V durante 45-90 min (Sambrook et al.,
1989). Los fragmentos de DNA se visualizaron en un transiluminador de luz UV y

se sacaron fotografias a través de una camara acoplada.

12. Construccion de la biblioteca gendmica de P. digitatum

La construccion de la biblioteca gendmica de la cepa PHI26 de P. digitatum
se hizo sobre el fésmido vector pCC2FOS con el kit comercial “CopyControl™
Fosmid Library Production” (Epicentre Biotechnologies) siguiendo basicamente las
instrucciones del kit y que se resumen continuacién. Este es un método eficiente
para generar una biblioteca gendmica con insertos de aproximadamente 40 kb,
clonados en un vector tipo fésmido que contiene un origen de replicacion de copia
Unica (que permite la estabilidad del fésmido dentro del clon de £. coli pese a su
gran tamafio) y otro origen de replicacion inducible y multicopia (que facilita la
obtencién de grandes cantidades de DNA). Este vector de tipo fosmido se
empaqueta en extractos derivados del fago lambda e infecta sobre una cepa

especifica de £. co/i EPI300-T1 que permite su conservacion y amplificacion.
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12.1. Reparacion del DNA

Después de distintos intentos, se decidio finalmente no fragmentar el DNA,
sino usarlo directamente tal cual se obtenia por el procedimiento de purificacion
anteriormente descrito porque se encontrd que ya estaba en fragmentos de un
tamano Optimo para el clonaje en el fosmido. El DNA gendmico (25 ng) (apartado
8.1), se sometid a un tratamiento enzimatico para generar extremos romos (5°
fosforilados) con 1/20 volimenes de la "End repair Enzyme Mix” provista por el kit,
1 mM ATP, 250 uM de la solucién de dNTPs y 1x del tampdn “End repair” en un
volumen de 80 pL. Esta reaccién se incubd a temperatura ambiente durante

60 min y la enzima se inactivd con choque térmico a 70 °C durante 10 min.

12.2. Purificacion de fragmentos de DNA genémico

La separacion del DNA para la seleccion de fragmentos se realizd mediante
una electroforesis en Campo Pulsante (CHEF del inglés “Contour clamped
homogeneous electric field”) en geles de agarosa de bajo punto de fusion
(Ecogen) preparados en el tampoén de electroforesis (TBE 0,5x). Las condiciones
usadas para la electroforesis en campo pulsante fueron: 6 V/cm (voltaje), 14-40 s

(pulso), 120 © (angulo), 14 °C (temperatura) y 16 h (tiempo).

Las bandas de DNA (40 kb) se recortaron del gel tefiido en una solucion
acuosa de bromuro de etidio (0,5 pg/mL) durante 20 min y expuesto a luz UV. El
DNA se purificd siguiendo las instrucciones del kit comercial (Epicentre) incubando
la banda a 70 °C durante 10 min en bafo, afadiendo tampdn “Buffer Gelase” y
1 U de “Enzyme Gelase” por cada 100 mg de agarosa, e incubando a 45 °C
durante 3 h en bafio. La enzima se inactivd a 70 °C durante 10 min y luego se
enfrio rapidamente en hielo durante 5 min. Posteriormente, se centrifugd a

11500 xg durante 20 min y se recuperd la fase acuosa.

El DNA se precipitdé con 1/10 vol. de acetato sdédico 3 M y 2,5 vol. de
etanol, se lavd con 500 uL de etanol 70 % (dos veces), se seco y se disolvio en
tampon TE (Tris-HClI 10 mM pH 7,5; EDTA 1 mM). En este caso, la cuantificacion

del DNA obtenido se realizd mediante el uso del kit “Quant-iT ™ PicoGreen dsDNA”
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(Invitrogen) midiendo la intensidad de fluorescencia emitida a 520 nm en un

espectrofluorémetro.

12.3. Reaccion de ligacion y empaquetamiento del fésmido

La ligacion se hizo siguiendo las instrucciones del kit con algunas
modificaciones. Se prepararon las reacciones de ligacién con dos cantidades de
DNA gendmico (250 y 480 ng), 0,5 ug del vector pCC2FQS, 1 mM de ATP, 1x del
tampon “Fast ligation” y 1/10 vol. de la ligasa “Fast Link DNA ligase” en un
volumen final de 10 ulL, e incubando 5h a temperatura ambiente seguidas de

inactivacion a 70 °C durante 10 min.

Para el empaquetamiento de los fosmidos resultantes, se agregaron 25 plL
de “MaxPlax Lambda Packaging Extracts” a las reacciones de ligacién y se incubé a
30 °C durante 90 min. Se repitié este paso una vez mas, y luego se afiadieron
200 uL de "“Phage Dilution Buffer” (Tris-HClI 10 mM pH 8,3, NaCl 100 mM,
MgCl, 10 mM) y 5 uL de cloroformo. Esta mezcla se guardé a 4 °C hasta su

utilizacién.
12.4. Infeccidn y titulacion de los foésmidos sobre E. co/i EPI300-T1

La cepa £. coli EPI300-T1 se crecid a 37 °C en una placa de medio LB. El
dia previo al paso de empaquetamiento con el fago lambda, se realiz6 un
pre-cultivo nocturno en medio LB conteniendo SO,Mg 10 mM. Este pre-cultivo se

refrescd en LB con SO,Mg 10 mM hasta alcanzar una DOgq 0,8.

Para conocer la cantidad de fosmidos empaquetados obtenidos, se hicieron
diluciones seriadas (1/10) de la solucion resultante del empaquetamiento; se
infectaron las células de EPI300-T1 a DOgq 0,8; se sembraron en placas de medio
LB + cloranfenicol 12,5 pg/mL e incubaron a 37 °C. Se hizo el recuento de las
colonias crecidas y se calculd el nimero de unidades formadoras de colonias

(UFC/mL) empleando la siguiente formula:

Numero de colonias X Factor de dilucién x 1000 puL/mL

Fagos plaqueados (uL)
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Por otro lado, también se determind el nimero de fésmidos necesarios
para cubrir completamente el tamafio del genoma de P. digitatum usando la

formula:
N (Ndamero de fésmidos) =In(1 —P)/In(1 — f)

Siendo P: probabilidad deseada (99 %) y f: proporcion del genoma

contenido en un solo clon.

Una vez conocidos el nimero N y la titulacion de los fosmidos
empaquetados, se procedid a infectar de nuevo las células EPI300-T1 con la
cantidad calculada de fésmidos empaquetados para obtener las UFC deseadas por
placa de LB + cloranfenicol. Al dia siguiente, las colonias crecidas se recogieron
con medio liquido LB + glicerol 20 % (v/v) y la biblioteca gendmica se guardo
a -80 °C.

12.5. Induccion de los clones Copy Control Fosmid

Las mezclas de clones de fédsmidos glicerinados o los clones individuales se
crecieron en 5 mL de medio LB + cloranfenicol 12,5 ng/mL toda la noche a 37 °C,
200 rpm. Los pre-cultivos se refrescaron e indujeron a multiples copias de fosmido
por célula durante 5 h a 37 °C, 200 rpm con la solucién “CopyControl™ Induction
Solution” provista por el kit. EIl DNA de los fosmidos se purificd usando el kit
“GenElute Plasmid Miniprep” (Sigma-Aldrich) y se conservaron a -20 °C para su

posterior analisis por PCR.

13. Paseo cromosOmico para obtener secuencias completas de genes
PMT de P. digitatum

Para identificar fosmidos individuales portadores de cada gen PMT se
hicieron tres ciclos sucesivos de amplificacion por PCR usando como molde el DNA
purificado de las mezclas de fédsmidos de la biblioteca gendmica de P, digitatum
(ver también Figura 34, apartado 2.2 de Resultados). Se amplificd por PCR usando
los oligonucledtidos especificos disenados en el apartado 9.2 (Tabla 7) y como

molde diluciones 1/10 de DNA de mezclas de fosmidos.
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Una vez identificados los fosmidos positivos, se uso la estrategia de paseo
cromosomico para obtener la longitud completa de cada gen PMT. Para ello, se
hicieron entre 3 y 5 rondas consecutivas de secuenciacion mediante el disefio de
nuevos oligonucledtidos complementarios a las regiones flanqueantes de las
secuencias de 1 kb obtenidas con cada reaccion (Tabla 8). Las reacciones de
secuenciacion se realizaron en el Servicio de Secuenciacion (SCSIE, Universitat de
Valéncia, http://scsie.uv.es/). La unién de las secuencias obtenidas con cada
oligonucledtido se realizd con el programa DNAMAN (Versién 4.03, Lynnon BioSoft)
y se repitio hasta obtener las secuencias nucleotidicas completas del DNA en doble

hebra de cada gen.

14. Hibridacion y deteccion de acidos nucleicos

El analisis por Southern se hizo usando el kit comercial “Digh High Prime
DNA Labeling and Detection Starter Kit II” (Roche) siguiendo las recomendaciones
del fabricante, salvo cuando se indique lo contrario. Este kit permite el marcaje de

las sondas de DNA para la hibridacién de forma no radioactiva, utilizando

Tabla 8. Oligonucledtidos utilizados para el paseo cromosémico de los fdsmidos
individuales de los genes PMT de P. digitatum.

Fésmido Nombre Uso Secuencia 57 - 37 Thib (°C) Ronda
PFOSPAigPMT1 OJM133 F GAGAATGCCCACGACGTTCC 64 2°
05.11.15 OJM134 R GCCCTGCGTGTTCAGATGG 62 2°
OJM139 F CTGGTACTTGTAGACCTTGC 60 3°
OJM140 R CGAAGCAAATCCACCGAAGC 62 3°
oJMlel F GCTCGCCTAGTCGGTCTCC 64 4°
OJM162 R GAAGTGAACGCAGATGGACG 62 4°
OoJM168 F GCGAACGACATAGCTTGC 64 5°
PFOSPAigPMT2 OJM135 F CCATCCGGTCCTAGGCTGC 64 2°
27.13.42 OJM136 R AGGTCGGACTCGTGTTTGGC 64 2°
oJM141 F AACCGTTGCCACCTTTGCGC 64 3°
PFOSPAigPMT4 OJM137 F GACTGGCACCGACACAGGAG 66 2°
06.09.02 OJM138 R GCCACCGAGCCCTTCCAG 62 2°
OoJM142 F CCAATGTTACCGGCTGTTCG 62 3°
OoJM163 R GTGCCGTCATTCGAGTTCTC 62 4°
OJM169 R TGCTCCAGTGTATTACGC 66 5¢°
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digoxigenina (DIG), un esteroide hapteno, y subsecuentemente se realiza la

deteccién quimioluminiscente por un ensayo inmunoenzimatico.

14.1. Marcaje de Sondas de DNA

Se generaron sondas de DNA marcadas con DIG empleando “"DIG High
prime labeling mix” del kit comercial. Para el caso de PdigPMTZ2, una cantidad de
1 ug del producto de PCR amplificado con OJM150 y OJM190 (Tabla 11) y
purificado por columna se marcd con la mezcla de marcaje que contiene
oligonucledtidos cebadores al azar y el fragmento Klenow de la DNA polimerasa,
durante toda la noche a 37 °C. Al dia siguiente, la reaccién se detuvo con EDTA e

inactivacion por calor a 65 °C, 10 min.

14.2. Transferencia y fijacion de DNA a membranas de nailon

En primer lugar, 10 ug de DNA flngico se digirieron con las enzimas de
restriccion adecuadas y se sometieron a electroforesis en gel de agarosa 0,8 %
TAE 1x, a un voltaje constante de 50 V durante 3 h. Este gel se proceso y transfirid
por capilaridad a una membrana de nylon cargada positivamente (HybondTM-N+,
Amersham Biosciences), segun procedimientos habituales (Sambrook et a/., 1989).
Tras la transferencia el DNA se fijé a la membrana mediante irradiacién con luz UV
(UV Crosslinker).

14.3. Hibridacion

La membrana con el DNA fijado se prehibridé e hibridé (42 °C y 44 °C,
respectivamente) con la solucién de hibridacion provista por el kit comercial
(10 mL y 3,5mL/100 cm?, respectivamente, de “DIG Easy Hyb”, Roche) y
siguiendo sus instrucciones, en un horno de hibridacién (Amersham). La sonda de
DNA marcada con DIG (apartado 14.1) (25 ng/mL, DIG Easy Hyb, Roche) se
desnaturalizd con un bafio térmico a 68 °C durante 10 min y luego se enfrid
rapidamente en hielo durante 5 min. La solucién de prehibridacion y la mezcla
sonda marcada/solucion de hibridacion pueden ser reutilizadas guardandolas
a-20 °C.
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Tabla 9. Soluciones usadas para la hibridacion por Southern.

Soluciones Composicion

Solucién acida HCI 0,25 M

Solucién Desnaturalizacion NaCl 1,5M, NaOH 0,5N
Solucién Neutralizacion NaCl 3 M, TrisHClI 0,5M, pH 7,5
SSC 20x NaCl 3 M, NaCitrato 0,3 M
Tampon de hibridacion SSC 0,5x, SDS 0,02 % v/v

1 % de solucion de bloqueo DIG Easy Hyg 0,1 % p/v
(Roche), N-laurilsarcosina 0,1 %

Solucién lavado 2x SSC 2x; SDS 0,1 % v/v

Solucién lavado 0,5x SSC 0,5x; SDS 0,1 % v/v

Tampdn de acido maleico 10x  acido maleico 100 mM, NaCl 150 mM

Tampon de lavado 1x de tampon de acido maleico, Tween-20 0,3 % v/v

Solucién de bloqueo 1% del reactivo de bloqueo de DIG Easy Hyb, (Roche)
10x de tampdn de acido maleico

Tampon de deteccién 10x Tris-HCl 100 mM, NaCl 100 mM pH 9,5

14.4. Lavados post-hibridacién y deteccion quimioluminiscente

Tras la hibridacion, la membrana se lavd dos veces con la solucion de
lavado SSC 2x, SDS 0,1 % durante 5 min a temperatura ambiente en agitacion.
Luego, se lavd con la solucion de lavado SSC 0,5x, SDS 0,1 % precalentada a
60 °C durante 15 min a 60 °C. Posteriormente se enjuago la membrana con 25 mL
del mismo tampodn de lavado durante 5 min a temperatura ambiente. El blogueo,
la incubacion con el anticuerpo antidigoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina
(“anti DIG-AP”, 750 U/mL, Roche), los lavados y el equilibrado con tampdén de
deteccion se realizaron exactamente siguiendo las instrucciones del kit comercial
(ver Tabla 9).

La deteccion se realizd colocando la membrana sobre film transparante y
con 1 mL del sustrato “CSPD Ready-To-Use”. Se cubrié por encima con papel film
para distribuirlo homogéneamente e incubd 5 min a temperatura ambiente. Luego,
se colocd la membrana entre papel acetato, se incub6 10 min a 37 °C, y se realizo
la deteccion por exposicién de 10 a 20 min en un detector de quimioluminiscencia
(LAS-1000plus, Fuijifilm).
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15. Transformacion de bacterias

15.1. Obtencion de células electrocompetentes de E. coli

Se utilizd el siguiente protocolo de obtencion de células
electrocompetentes de F£. co/i JM109 basandonos en aquel usado en nuestro
laboratorio con DH5a, con algunas modificaciones. A partir de una colonia
individual se prepard un pre-cultivo que se inoculd (2,5 mL) sobre 500 mL de LB, e
incubé a 37°C, 200 rpm hasta alcanzar la fase exponencial de crecimiento
(DOggo 0,5). Luego de una incubacion de 10 min sobre hielo, las células se
sedimentaron por centrifugacion a 4 °C (3555 xg, 10 min). Las células se
resuspendieron y sedimentaron por centrifugacion sucesivamente en 250 mL,
100 mL, 40 mL y 500 uL de glicerol 10 % frio. Luego de mantenerlo en camara
refrigerada a 4 °C sobre hielo durante 1 hora, se repartieron alicuotas de 40 uL
gue fue el volumen usado para cada reaccion de transformacion y se conservaron

a -80 °C hasta su uso.

15.2. Obtencion de células electrocompetentes de A. tumefaciens

De forma analoga, también se optimizé un protocolo especifico en base a
otros descritos previamente (http://www.rasmusfrandsen.dk/electro_c_at.htm),
(Utermark y Karlovsky, 2008). A partir de un cultivo fresco de la cepa de
A. tumefaciens (AGL1) se inoculd una colonia individual en 10 mL de medio
LB + rifampicina 20 ug/mL e incub6 a 28 °C con agitacion (200 rpm) durante toda
la noche. Al dia siguiente, se inoculdé 600 uL del pre-cultivo en 300 mL de medio
LB + rifampicina 20 ug/mL e incubé a 28 °C, 200 rpm hasta alcanzar una
DOggo 0,5. Posteriormente, se enfrid el cultivo sobre hielo por 15 min y luego se
centrifugd a 4000 xg durante 10 min a 4 °C. Las células se lavaron con 100 mL de
agua estéril fria y se centrifugaron a 4000 xg por 10 min a 4 °C (2 veces). Luego
se resuspendieron con 10 mL de glicerol 10 % v/v frio e incubaron durante 1 h. Se
volvié a centrifugar a 3555 xg por 10 min a 4 °C. Finalmente se resuspendieron
con 2 mL de glicerol 10 % frio, se repartieron alicuotas de 45 uL y se mantuvieron

a -80 °C hasta su uso.
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15.3. Transformacion de células bacterianas por electroporacion

Para transformar las células bacterianas se utilizd el electroporador (Gene
Pulser X Cell™, BioRad) con las siguientes condiciones: 2500 V (voltaje), 25 pF
(tramitancia) y 200 ohm (resistencia). Se mezclaron 40-45 puL de células
electrocompetentes con 1-4 uL 6 10 ng de DNA exdgeno (DNA plasmidico o
producto de reaccion de ligacion) y se transfirieron a una cubeta de
electroporacién (2 mm). Se dio el pulso de electroporacién y rapidamente las
células se recuperaron con 960 uL de medio SOC (triptona 2 %, extracto de
levadura 0,5%, NaCl 10 mM, KCl2 mM, NaOH pH7) precalentado a la
temperatura Optima de crecimiento bacteriano. Esta suspension se incubd con
agitacién (200 rpm) a 28 °C durante 4 h para la cepa AGL1 de A. tumefaciensy a
37 °C durante 1h para la cepa JM109 de £ coli y se sembraron distintas
diluciones en placas de medio LB con el antibidtico de seleccion adecuado. La
seleccién de plasmidos recombinantes pGEM-T se realizd sobre placas LB con
ampicilina (100 ug/mL), X-Gal (80 ug/mL) e IPTG (0,5 mM). En el caso de los
vectores pGKO2 vy pBHt2 se sembraron sobre placas de medio

LB + kanamicina 75-100 pg/mL.

16. Transformacion de levaduras

16.1. Transformacion de levadura con acetato de litio

Se siguid el protocolo de transformacion de levaduras con acetato de litio
(Gietz et al., 1992). Se inoculé 1 mL de un pre-cultivo nocturno de la cepa BY4741
en 50 mL de medio YPD e incub6 a 30°C y 200 rpm hasta alcanzar la fase
exponencial (4 h). Las células se sedimentaron por centrifugacién a 5752 xg, 5 min
y temperatura ambiente. A continuacion, las células se lavaron dos veces con agua
estéril y una en 1 mL de acetato de litio (100 mM) mediante centrifugacion a
5752 xg, 5 min. Finalmente, las células se resuspendieron en 200 L de acetato de

litio (100 mM) y se mantuvieron a temperatura ambiente hasta su utilizacion.
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Se repartieron alicuotas de 50 pL y se agregaron 10 uL del DNA exdgeno
(1 uL del plasmido pGREG505 linearizado con Sal y cantidades iguales de los
productos amplificados por PCR) y 350 uL de la solucion de transformacion que
contenia 240 pL de PEG-3350 50 % (p/v), 36 uL de acetato de litio 1 M, 50 pL de
DNA de esperma de salmén (10 mg/ml) y 24 uL de agua estéril. La mezcla se
incubd a 30 °C durante 30 min y luego a 42 °C en bafio térmico durante 30 min. A
continuacidn, las células se centrifugaron a 11500 xg, 15 s, y se lavaron con 1 mL
de agua estéril y centrifugacion. Finalmente, las células se resuspendieron en
200 uL de medio YPD y se sembraron (100 uL) en placas de medio SC carente de
leucina SC-Leu (base nitrogenada 0,6 %, glucosa 2 %, medio sintético-Leu 0,16 %
Sigma-Aldrich, agar 2 %) para la seleccion de las colonias transformantes. Las

placas se incubaron a 30 °C durante 2 dias.

16.2. Purificacion del DNA plasmidico de levaduras

La recuperacion de los plasmidos recombinantes de las levaduras se hizo
siguiendo protocolos descritos (Robzyk y Kassir, 1992). Las colonias
transformantes protétrofas para Leu confirmadas por PCR se inocularon en 5 mL
de SC-Leu e incubaron a 30°C toda la noche en agitacion 200 rpm. Se
centrifugaron los cultivos nocturnos a 13200 xg, 20 s y se les agregd 400 uL del
tampon de lisis STET (sacarosa 8 %, Tris 50 mM pH8, EDTA 50 mM,
Triton X-100 5 %) junto con bolitas de vidrio (0,45 mm). Se agitaron
vigorosamente durante 5 min y luego se sometieron a un choque térmico de 1 min
a 100 °C. Las muestras se centrifugaron a 13200 xg durante 10 min a 4°C y se
recuperd la fase acuosa. Se agregd 200 uL de acetato amdnico 7,5 M, se incubd
durante 1 h a -20 °C y se precipitd el DNA con etanol al 70 %. Se resuspendio el
DNA (plasmidico) con agua MiliQ-estéril y se usaron 2 uL para electroporar las

células de £. coliy rescatar el plasmido.

16.3. Complementacion funcional de genes PMT de P. digitatum en

levaduras

El plasmido pGREG505 (Jansen et al., 2005) fue usado para el analisis

funcional de los genes PMT de P. digitatum en las cepas deletantes en genes PMT
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Figura 12. Mapa del plasmido pGREG505.

Se indican los sitios de corte Sal para desplazar el gen de histidina (His3) durante la
recombinacion homologa y la localizacion de los marcadores de resistencia a los
antibidticos de ampicilina (Amp) y kanamicina (Kan), el gen de biosintesis de leucina
(Leu2) y el promotor GAL1 (PGal).

Sacl

de S. cerevisiae. Se siguiod la estrategia descrita (Jansen et a/., 2005), en la cual la
recombinacién homdloga /in vivo en levaduras es factible alrededor del sitio de
corte Sal de pGREG505 (Figura 12), mediante el disefio de un par de
oligonucledtidos que contengan en sus extremos secuencias complementarias
(recl y rec2) y que permitan fusionar el gen de interés bajo el control del

promotor inducible del gen GAL.

Siguiendo esta metodologia se disefiaron los oligonucledtidos 0JM258/259,
0IM260/261 y OIM262/263 (Tabla 10) para amplificar las regiones codificantes de
los genes PdigPMT1, PdigPMT2y PdigPMT4, respectivamente incluyendo las 50 pb
correspondientes a las regiones del plasmido. Los fragmentos de PCR junto con el
vector pGREG505 linearizado con Sall se usaron para transformar las levaduras por
el método de transformacion de acetato de litio descrito previamente (Gietz et al,,
1992) y los transformantes se seleccionaron por prototrofia para Leu en medio
SC-Leu.
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Tabla 10. Oligonucledtidos utilizados para la complementacion funcional con
pGREG505.

Gen Nombre Uso Secuencia 5°- 37 Thib (°C)

GAATTCGATATCAAGCTTATCGATACCGTCGACAATGGCACAG

pPMT1 OJM258 F AAAGCAAAGGAC 62
GCGTGACATAACTAATTACATGACTCGAGGTCGACTTATCTAG

QJM259 R TGGCTTCATTACC 62
GAATTCGATATCAAGCTTATCGATACCGTCGACAATGGTGGGC

pPMT2 OJM260 F CTAGACACTGCC 64
GCGTGACATAACTAATTACATGACTCGAGGTCGACTCAGTTCA

oJM261 R CATTTGCCATTTTCC 64
GAATTCGATATCAAGCTTATCGATACCGTCGACAATGTCGTCA

PMT4 OJM262 F CCTTCGCCCTCTC 62
GCGTGACATAACTAATTACATGACTCGAGGTCGACTTATTTGG

OJM263 R CAAAGTGCAGATCG 62

En rojo se resaltan las secuencias complementarias al vector pGREG505 (F: recl y R:

rec2).

16.4. Ensayo de sensibilidad a blanco de calcofluor

Para comprobar la funcionalidad de las PMT de P. digitatum en levaduras
se realizd un ensayo de sensibilidad al compuesto CFW sobre células inducidas con
galactosa. Las cepas transformantes se crecieron en 5 mL de SC-Leu con 2 % de
glucosa (fuente de carbono no inductora) e incubaron toda la noche a 30 °C,
200 rpm. Al dia siguiente, se refrescaron a una DOgy 0,2, se lavaron las células
con agua estéril (2 veces) y se precipitaron por centrifugacion. Se inocularon en
5 mL de medio SC-Leu con 2 % de glucosa (condicién de represion) o galactosa
(condicion de induccién) y crecieron a 30 °C, 200 rpm, durante 3, 6, 9 y 24 h. A
cada tiempo de incubacion, las células crecidas se llevaron a una DOgy 0,1, se
hicieron diluciones seriadas 1/10 y se aplicaron 5 uL en forma de gotas en cuatro
placas distintas de medio de seleccién SC-Leu conteniendo alternativamente: 1)
glucosa 2 %; 2) glucosa?2 % + CFW 12,5 ug/mL; 3) galactosa 2 %; 4)

galactosa 2 % + CFW 12,5 ug/mL. Las placas se incubaron a 30 °C durante 3 dias.

74



Materiales y Métodos

17. Transformacion de P. digitatum

Durante este trabajo de tesis doctoral se optimizd un protocolo de
transformacidon genética de P. digitatum mediada por la bacteria fitopatdgena
Agrobacterium tumefaciens (ATMT, del inglés “A. tumefaciens mediated
transformation™) sobre conidios del hongo, basandonos en protocolos previos (De
Groot et al., 1998; Khang et al., 2005; Michielse et al., 2005; Khang et al., 2007;
Wang y Li, 2008), y utilizando los plasmidos binarios pBHt2 (Mullins et a/., 2001) y
pGKO2 (Khang et al, 2007) que contienen el T-DNA de Agrobacterium
desarrollados por el grupo del Dr. Seogchan Kang (The Pennsylvania State

University, Pennsylvania, EE.UU.).

17.1. Construcciones para la disrupcion de los genes PMT de P. digitatum

En la Figura 13 se representa un esquema general de la técnica PCR de
fusion (Szewczyk et al., 2006), que hemos usado para obtener las construcciones
para la disrupcién de los genes PMT interrumpiendo sus secuencias génicas con el
casete de resistencia de higromicina (Hyg®). Para ello, se disefiaron pares de
oligonucledtidos que amplificaron las regiones 5’y 3" del gen de interés (P1/P2 y
P3/P4). Los oligonucledtidos centrales (P2 y P3) presentaron en sus extremos
secuencias complementarias a los extremos del casete de Hyg® amplificado con los
cebadores 0JM197 y OIM198.

En la Tabla 11 se muestran las secuencias de los oligonucledtidos
disefiados para cada uno de los genes PMT de P. digitatum. Se amplificaron por
PCR y de forma independiente los fragmentos de las regiones 5’y 3 "de cada gen
PMT del DNA gendmico del hongo (Tabla 11) y el casete Hyg® con los
oligonucledtidos 0IJM197 y OIM198 del vector pBHt2 (Mullins et al., 2001). Estos
tres amplicones obtenidos independientemente se purificaron por columna y
utilizaron simultdneamente como molde para la PCR de fusion con los
oligonucledtidos mas externos (P1/P4) (Figura 13). El producto de amplificacion de
la PCR final se confirmd por electroforesis en gel de agarosa, se clond en el vector

“pGEM-T-Easy” (Promega), y se transformé por electroporacion en E£. coli. Las
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Figura 13. Esquema de la estrategia de PCR de Fusion para la disrupcion génica con el
casete de higromicina.

A) Localizacion de los tres pares de oligonucledtidos disefiados para la amplificacion por
PCR, B) Fragmentos amplificados para cada combinacion y C) PCR de fusion con los tres
productos amplificados individualmente en B.

colonias transformantes obtenidas se confirmaron por PCR y posteriormente los

plasmidos resultantes por secuenciacion de DNA (SCSIE, UV).

Los tres vectores para la disrupcion de los tres genes PMT en el vector
pGEM-T, se digirieron con enzimas de restriccion adecuadas, y subclonaron en el
vector binario pGKO2 (Khang et al., 2005; Khang et a/., 2007). Este es un vector
disefiado para facilitar la identificacion de recombinaciones homodlogas sobre el
Jocus genético deseado, descartando las inserciones ectopicas al azar del T-DNA de

Agrobacterium.

En la Figura 14 se muestra el mapa de pGKO2, y se observa que posee el
gen de la tiamina quinasa del virus simple del herpes (HSV). Este gen es

eliminado en los transformantes que presenten la recombinacion homdloga en la
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Tabla 11. Oligonucledtidos usados para las construcciones de disrupcion y expresion
constitutiva de los genes PMT de P. digitatum.

Gen Nombre Uso Secuencia 5°- 37 Thib (°C) Caracteres
ogM187 F GTTAACATGGCACAGAAAGCAAAGGA 62 Hpal
PMT1 oJgM188 R GTTAACTTATCTAGTGGCTTCATTAC 62 Hpal
ATGCTCCTTCAATATCAGTTAACGCGC ,
0IM215 62 Hyg-5
R CCTGCGTGTTCAGATGGC
CCGACCGGGAACCAGTTAACACTCGCC .
0IM216 62 Hyg-3
F GTTGGAATCTATCTT
OJM150 F CGCTCTGGTTCCTGATCCCG 64
OJM189 F GTTAACATGGTGGGCCTAGACACTGC 62 Hpal
OJM190 R GTTAACTCAGTTCACATTTGCCAT 62 Hpal
ATGCTCCTTCAATATCAGTTAACGCTT .
0IM217 R 62 Hyg-5
PMT2 CAGGTCGCCAAATTTATTCC
0IM218 F CCGACCGGGAACCAGTTAACACGCCAT 62 Hya-3°
CCGGTCCTAGGCTGCT ¥g
oJgM287 F GTACTAGGAATGCAGGTAAGG 62
OJM288 R GAGTGCAGAAGCCCTACTCC 64
OJM344 R GTTGCTAAATCCACAGTACG 58
OJM191 F GTTAACATGTCGTCACCTTCGCCCTC 62 Hpal
QJM192 R GTTAACTTATTTGGCAAAGTGCAGA 62 Hpal
PMT4 oJgM207 F CTCGTTGAAGAAGCATAATGATCC 62
OJM210 R GGTAGGTAGTGATGCAGGAAGC 62
ATGCTCCTTCAATATCAGTTAACGCCA ,
0JM208 R 62 Hyg-5
TCGAAGCCCACAAGCCAACC
CCGACCGGGAACCAGTTAACAGTGGAA .
0IM209 F 62 Hyg-3
CCTCTTGGATATCAACC
CCTGCAGGTACCTCGAGTACCATTTAA
0JM195 F 64 PstI,KpnI,Xhol
PgpdA TTC
CCCGGGAGCCATGGTGATGTCTGCTCA
OJM196 R 64 Smal,Ncol
AG
Hyg QJM197 F CGTTAACTGATATTGAAGGAGCAT 55 Hpal
OJM198 R TGTTAACTGGTTCCCGGTCGG 55 Hpal
OoJgM231 F GTTGCAAGACCTGCCTGAAACC 60
OJM232 R GTTTGCCAGTGATACACATGGG 60
HSVtk o0JM311 o CCACGGAAGTCCGCCCGGAGC 60
OJM312 R GACGTGCATGGAACGGAGGCG 60

region deseada del genoma del hongo, pero no se pierde en los transformantes de

integracion ectdpica. La HSVik transforma el compuesto 2 Fluoro-deoxi-uridina

(F2dU) en tdxico actuando como un marcador de seleccion negativa.

Los plasmidos positivos pGKO2_pmtl, pGKO2_pmt2 y pGKO2_pmt4 se

transformaron por electroporacion en A. tumefaciens (AGL1), y las cepas

resultantes se utilizaron posteriormente para la transformacién de 2. digitatum.
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Figura 14. Mapa del vector binario pGKO2.

Se indican los bordes derecho (RB) e izquierdo (LB) del T-DNA y la ubicacién del gen de
tiamina quinasa del virus simple del herpes (HSVtk) bajo el control del promotor
gliceraldehido-3-fosfato de Cochliobus heterostrophus (Pgpd) y el terminador de
B-tubulina de N. crassa (TBtub). En rojo de muestra el sitio de clonacién mdltiple y en
verde el marcador de resistencia al antibidtico de kanamicina (Kan).

17.2. Construcciones para la expresion constitutiva de los genes PMT de
P. digitatum

Las construcciones para la expresion constitutiva de cada uno de los genes
PMT de P. digitatum se generaron usando el vector binario pBHt2 (Mullins et al.,
2001). Este vector contiene el casete Hyg® para la seleccién de los transformantes

del hongo (Figura 15).

El promotor del gen de la gliceraldehido trifosfato deshidrogenasa (gpadA)
de A. nidulans fue usado para dirigir la expresion heteréloga y constitutiva de los
distintos genes PMT. Este promotor se amplificd por PCR del vector pTAS5 (Punt,
1987) con los pares de oligonucledtidos 0IJM195 y 0IJM196 (Tabla 11), se clond en
el vector pGEM-T, se confirmd por secuenciacion y el inserto resultante se
subcloné en el vector pBHt2 con las endonucleasas Psfl/Smal, generando el
plasmido pBHt2_PgpdA.
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Figura 15. Mapa del vector binario pBHt2.

Se indican los bordes derecho (RB) e izquierdo (LB) del T-DNA y la ubicacion del
marcador de resistencia a higromicina (Hyg) bajo el control del promotor del triptéfano
de A. nidulans (PtrpC). En rojo de muestra el sitio de clonacion mdltiple y en verde el
gen del antibidtico kanamicina (Kan).

Por otro lado, las secuencias completas de los genes PMT1, PMT2y PMT4
se amplificaron por PCR con las parejas de oligonucleétidos OIM187/0IM188;
0JM189/0IJM190 y OIM191/0IM192 (Tabla 11) que contienen un sitio de corte
Hpal en los extremos 5°y 3'de cada gen. Los tres fragmentos amplificados se
clonaron en el vector pGEM-T y los plasmidos obtenidos se digirieron con la enzima
Hpal para PMT1 y PMT2 y con Hpal y Spel para PMT4 y se purificaron por
columna (Kit PrepEase, USB). En el caso de PMT74, el producto de digestion se
tratd con la polimerasa Klenow (Amsherman) para el relleno del extremo cortado
con la enzima Spel. Los insertos resultantes se subclonaron en pBHt2_PgpdA
digerido con la enzima Smal y defosforilado con fosfatasa alcalina (SAP). En los
plasmidos obtenidos pBHt2_pmtl, pBHt2_pmt2 y pBHt2_pmt4 se analizd la
correcta orientacion (en sentido) de cada gen PMT bajo el promotor gpdA,
mediante analisis de restriccion y/o PCR orientadas. Los plasmidos positivos se

confirmaron por secuenciacion y transformaron en A. tumefaciens (AGL1).
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17.3. Transformacion genética de P. digitatum mediada por

A. tumefaciens

La ATMT consiste basicamente en tres pasos sucesivos: 1) La induccion
con acetosiringona (AS) del cultivo de Agrobacterium portador del plasmido
apropiado; 2) la co-incubacion del mismo con la suspension de conidios sobre
placas con medio sélido, y 3) la seleccion de transformantes sobre placas de medio
con los antibidticos adecuados (Michielse et &/, 2005). El uso de AS es
imprescindible para la induccion de los genes VIR de Agrobacterium, los cuales son
responsables de traspasar el T-DNA plasmidico al genoma del hongo (De Groot et
al., 1998).

En este trabajo se utilizd el procedimiento descrito por el grupo del Dr.
Kang (Khang et al, 2005; Khang et al, 2007) con algunas modificaciones. Se
comprobé que una concentracion de 13 pg/mL de higromicina B inhibio
completamente el crecimiento de la cepa PHI26 confirmando que este antibidtico
puede ser utilizado como un marcador de resistencia para la seleccion de
transformantes. Por otro lado, se utilizd el método descrito por (Michielse et al.,
2008) para el crecimiento de la cepa AGL1 de A. tumefaciens en medio de
induccién (IM + 200 uM AS). Se comprobd que siguiendo este procedimiento,
luego de 6 h de incubacién bajo condiciones de induccidn a 28 °C se alcanza la

fase exponencial (DOgq 0,6).

En la Tabla 12 se muestra la composicién de los distintos medios y
tampones utilizados y en la Figura 16 el flujo seguido para la obtencion de

transformantes y cuyos pasos se detallan a continuacion:
a. Preparacion de Penicillium digitatum

Se usd un cultivo de la cepa PHI26 crecido en placa de PDA durante 7 dias
a 24 °C, se recogieron y resuspendieron los conidios en agua estéril. Se realizo el
recuento con un cuenta glébulos y se prepard una suspension de 1 x 10° 6 de

1 x 108 conidios/mL dependiendo del ensayo.
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b. Induccion de Agrobacterium tumefaciens

Se utilizd un cultivo fresco de la cepa AGL1 portadora del vector binario
segun el experimento previsto. Se repicd una colonia individual en 10 mL de medio
liguido MM (Tabla 12) con 75 ug/mL de kanamicina, e incubd a 28 °C durante
3 dias en agitacion 250 rpm. Se comprobd que su densidad dptica a 600 nm sea
mayor o igual a 1 y se centrifugd 1 mL del pre-cultivo a 3960 xg durante 10 min a
temperatura ambiente. Las células se resuspendieron con 250 uL de medio liquido
IM con kanamicina (75 pg/mL) y AS 200 uM (Tabla 12), y se volvid a centrifugar a
3960 xg, 5 min. Se resuspendié en 1 mL del medio liquido IM + AS e inoculd en
4 mL de medio IM + AS. Se incubd a 28 °C con agitacion 250 rpm durante

aproximadamente 6 h hasta obtener una DOgyo ~ 0,6.
c. Co-cultivo de Agrobacterium-hongo

Se mezclaron 100 uL de las células inducidas de A. tumefaciens
DOgoo ~ 0,6 (equivalente a 4 x 108 CFU/mL) con 100 pL de las esporas del hongo
(generalmente 1 x 10° conidios/mL). Se sembraron los 200 uL esta mezcla sobre
membranas de nitrocelulosa depositadas en placas de medio CM + AS (200 uM)
(Tabla 12), que se incubaron a 24°C durante 2 6 3dias de co-cultivo,

dependiendo del ensayo.
d. Seleccion de transformantes

Se transfirieron los filtros co-cultivados a placas de PDA con cefotaxima
(100 pg/mL) y moxalactam (100 ug/mL) para eliminar el fondo bacteriano e
higromicina B (13 6 50 ug/mL, dependiendo del experimento) para la seleccion de
los transformantes flngicos. Las membranas fueron depositadas boca abajo, en
contacto con el medio durante 10 min y luego se las dio vuelta. Estas placas se

incubaron a 24 °C durante 5-7 dias, monitorizando la aparicién de colonias Hyg®.
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Tabla 12. Soluciones y medios usados para la transformacion genética de
P. digitatum.

Reactivos Soluciones (100 mL) Composicién (1000 mL)
Quimico Cantidad MM IM CM
Tampon Fosfato K2HPO4 209 10 mL 10 mL 10 mL
Potasico pH 7,0 KH2PO4 14,59
Solucién M-N MgS0O4e7H20 3g 20 mL 20 mL 20 mL
NaCl 15¢g
CaCl2 1 % CaCl2¢2H20 1g 1mL 1mL 1mL
Oligoelementos ZnS0O4e7H20 0,01g 10 mL 10 mL 10 mL
CuS04e5H20 0,01g
H3BO3 0,01g

MnS0O4eH20 0,01g
Na2MoO4e2H20 0,01 g

NH4NO3 20 % NH4NO3 20g 2,5 mL 2,5 mL 2,5 mL
Glucosa 20 % Glucosa 209 10 mL 10 mL 5mL
FeSO4 0,01 % FeSO4 0,01g 10 mL 10 mL 10 mL
Glicerol 50 % Glicerol 50 mL 10 mL 10 mL
MES 1 M pH 5,3 MES 21,32 g 40 mL 40 mL
Agua Mili-Q estéril 935 mL 885 mL 890 mL
Kanamicina 50 mg/mL 1,5mL 1,5mL 1,5 mL
Acetosiringona 200 mM 2 mL 2 mL
Agar 15g

Medios utilizados: Medio minimo (MM), Medio de induccién (IM) y Medio de co-cultivo
(CM). Las soluciones de glucosa, FeSQ,4, kanamicina y MES se esterilizaron por filtracion
(0,02 pm) y el resto se autoclavaron a 120 °C, 20 min. Se mantuvieron a 4 °C, excepto
las soluciones de FeSQ,, kanamicina, acetosiringona y MES se almacenaron a -20 °C.

Las colonias transformantes que aparecieron sobre la nitrocelulosa (Figura
16) se transfirieron individualmente a placas de 24 pocillos conteniendo
PDA + Hyg (13 6 50 ug/mL) y se crecieron a 24 °C durante 7 dias para confirmar
la resistencia. Posteriormente, se sembrd por estrias una suspension de conidios
de cada uno en placas grandes (9 cm) de PDA + Hyg (13 6 50 pug/mL) e incubaron
a 24 °C; 2 dias. Finalmente se recuperaron los cultivos monospéricos en placas de
PDA + Hyg (50 pg/mL).
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A. tumefaciens

AGL1 P. digitatum

PHI26

Co-cultivo de
AGL1/PHI26

Seleccion
transformantes
(PDA + Hyg +

Cef + Mox)

Cultivoen ¥ Vowe

PDA+Hyg BIEA LA 1 11

(Seleccion I XICN)
positiva) K “Q‘w |

Cultivo en
PDA + F2dU
(Seleccion negativa)
Cultivo
Monospérico

Extraccion DNA genémico
para analisis molecular (PCR)

Figura 16. Esquema del protocolo para la transformacion genética de P. digitatum
mediado por A. tumefaciens.

Las flechas en rojo indican los pasos seguidos con las construcciones en el vector pBHt2
y en azul se muestra el paso adicional de seleccidn negativa en F2dU en el caso del

vector pGKO?2.

Ademas, en el caso del vector pGKO2 hubo una etapa adicional en el

esquema seguido de ATMT que consistié en inocular 5 uL de cada suspension de
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conidios en placas de 24 pocillos con medio PDA + F2dU (10 uM) para la seleccién
negativa de los transformantes ectdpicos con el gen de tiamina quinasa. Estas
placas se incubaron a 24 °C durante 7 dias y luego se obtuvieron los cultivos
monosporicos de los transformantes Hyg/F2dU resistentes. Las cepas fungicas
transformantes obtenidas se mantuvieron en 20 % de glicerol a -80°C, y

posteriormente se analizaron molecularmente.

18. Programas y bases de datos utilizados

Los programas bioinformaticos y las bases de datos empleadas durante
esta tesis se resumen en la Tabla 13.
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Tabla 13. Programas bioinformaticos y bases de datos empleadas en este trabajo.

Programas Uso

BLAST Busqueda de homologias de secuencias nucleotidicas y aminoacidicas
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

NCBI Base datos del National Center for Biotechnology Information

Broad Insitute

Yeast genome

DNAMAN v4.03

Primer 3 plus

Gene Runner v3.05

Clustal W

Mega 5

Drawtree

pDRAW32 v.1.1.114

MatInspector

SMART

Pfam

TMHMM v2.0

NetOGlyc

NetNGlyc

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Base de datos del Broad Institute de Harvard
http://www.broadinstitute.org/scientific-community/data

Base de datos del genoma de Saccharomyces
http://www.yeastgenome.org/

Andlisis de secuencias

http://www.lynnon.com/

Disefio de oligonucledtidos especificos
http://biotools.umassmed.edu)

Andlisis de los oligonucledtidos disenados (complementariedad)
Gene Runner (Version 3.05)

Andlisis de secuencias
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.htmL

Andlisis filogénetico (Tamura, et a/., 2011)
http://www.megasoftware.net/

Construccién de arboles filogéneticos
http://www.phylogeny.fr/version2_cgi/one_task.cgi?task_type=drawtree

Contruccién de mapas de vectores usados

http://www.acaclone.com/

Posibles sitios de union a factores de trasncripcion
http://www.genomatix.de

Busqueda de homologias en base de datos de proteinas
http://smart.embl-heidelberg.de

Busqueda de homologias en base de datos de proteinas
http://pfam.sanger.ac.uk/

Prediccion de hélices transmembranas en las proteinas
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/

Potenciales sitios de O-glicosilacion
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/

Potenciales sitios de N-glicosilacion
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/
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1. Caracterizacion del mecanismo de accion de péptidos antifiingicos
sobre S. cerevisiae. Implicacion de genes de la glicosilacion de

proteinas

Como se ha indicado en la Introduccidon, nuestro grupo ha venido
utilizando la levadura S. cerevisiae como un microorganismo modelo en la
caracterizacion del mecanismo de accion de PAF26 y de otros péptidos
antimicrobianos. Un estudio transcriptdmico demostrd, entre otras cuestiones, la
induccién e implicacién de genes relacionados con el metabolismo de arginina
durante la interaccion con PAF26, asi como la induccion de genes estructurales de
pared celular por la exposicion a péptidos de distinto modos de acciéon (Lopez-
Garcia et al., 2010a). En este apartado se ha profundizado en la caracterizacion del

mecanismo de accion de PAF26 sobre S. cerevisiae.

1.1. Genes que determinan la susceptibilidad frente a PAF26 y a

compuestos desestabilizantes de pared celular en S. cerevisiae

Los analisis previos de los datos de transcriptdmica mediante ontologia
génica (GO) indicaron que la Unica anotacion funcional significativa coincidente
entre los genes que se inducen durante la exposicion a PAF26 o a melitina en
levadura es la relacionada con “pared celular de hongos” (Lopez-Garcia et al.,
2010a), entre los cuales se destacan £ECM33, PIR2 y PIR3. Por otra parte, genes
del “metabolismo de arginina y grupos amino” como son ARGI, ARG3y ARG se

inducen especificamente por PAF26 pero no por melitina.

La Figura 17, muestra los fenotipos de algunos de los mutantes
caracterizados previamente correspondientes a estos genes. Entre estos se
encuentran los mutantes resistentes Aargl y Ajptl, que codifican la arginino-
succinato sintetasa de la biosintesis de arginina y el metabolismo de la urea y el
enzima terminal de la biosintesis del glicoesfingolipidko de membrana M(IP)2C

(manosa inositol-fosfato-(2) ceramida), respectivamente. En cambio, el mutante
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Aecm33, cuyo gen codifica una glicoproteina de pared celular, resultd ser mas
sensible frente al péptido PAF26. Los tres mutantes presentaron los mismos niveles
de susceptibilidad que la cepa parental BY4741 frente al péptido melitina. Es muy
significativo el fenotipo diferencial con respecto a SDS (Figura 17) o CFW (datos
no mostrados), en el cual se refleja la integridad de la pared celular y demuestra
las tres posibilidades de respuesta a la compleja interaccién con PAF26. En este
sentido, el mutante Ajptl mostré un fenotipo de resistencia frente a PAF26
combinado con una mayor sensibilidad a SDS. El mutante Aecmn33 exhibid una
mayor sensibilidad frente a todos los compuestos antifingicos (SDS, CFW y al
péptido PAF26). Finalmente el mutante Aargl que también fue resistente a PAF26
no tuvo afectada su pared celular ya que no hubo variaciones en su susceptibilidad
frente a CFW y SDS.

La mayoria de los genes de pared celular que se inducen por la exposicién
a PAF26, codifican proteinas potencialmente glicosiladas (datos no mostrados), lo
que es consistente con la estructura de la pared celular de hongos (ver
Introduccién). En base a estas observaciones previas, en nuestro grupo se realizé

un experimento inicial de escrutinio de la sensibilidad de 37 cepas deletantes de

YPD YPD (Melitina) YPD (PAF26)  YPD + SDS

BY4741 L] o ddnne. [ aiin]

aeemss KRR NN [
rarg? - R C XXX
st K Fes - 7

Figura 17. Andlisis de la sensibilidad de las cepas deletantes en los genes ECM33,
ARG1 e IPT1y la cepa parental BY4741 de S. cerevisiae frente a distintos compuestos
antifingicos.

Se aplicaron gotas de 5 uL de 1 x 10’ UFC/mL y diluciones seriadas 1/5 de las distintas
cepas tratadas durante 24 h con los péptidos melitina (32 uM) y PAF26 (64 uM) sobre
placas de medio sélido YPD sin péptido (paneles centrales). Crecimiento de gotas de
5 uL de diluciones seriadas de las mismas cepas deletantes (sin tratar con péptidos)
sobre placas de medio YPD (panel izquierdo, control) y suplementado con 0,03 % de
SDS (panel derecho). Se incubaron a 30 °C durante 2 dias.
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S. cerevisiae relacionadas con la glicosilacion de proteinas. En el presente trabajo
de tesis, se exploran en detalle determinados aspectos de los mutantes mas

significativos encontrados en este escrutinio.

En la Figura 18 se observa los resultados mas representativos de los
ensayos de sensibilidad realizados frente a PAF26, CFW y SDS. Principalmente, se
muestran los mutantes que resultaron resistentes frente al tratamiento de PAF26,
como Aeosi, Aalgs, Amnn5y Apmt2. Entre ellos se encuentran (ver también
Introduccién): E£OS1, cuyo gen participa en el proceso de N-glicosilacion de
proteinas (Nakamura et al, 2007), ALG5 cuyo gen codifica para la
UDP-glucosa-dolicol-fosfato glucosiltransferasa, que carga el dolicolfosfato (Dol-P)
con residuos de glucosa para ser utilizado durante la elongacion del precursor de
N-glicanos en el reticulo endoplasmatico (ER) (Heesen et al., 1994); MNN1y MNN5
que codifican para manosiltransferasas que decoran con residuos de manosa a los
N- y O-glicanos (Rayner y Munro, 1998) y los genes PMT que codifican para las
enzimas encargadas de transferir el primer residuo de manosa durante el primer
paso de O-glicosilacion en el ER (Tanner et al, 1995). Significativamente, los

fenotipos de Apmt2 y Aeosli fueron los que mostraron una marcada resistencia

YPD (Control)  YPD (PAF26)  YPD+CFW  YPD + SDS

BY4741
Aeos1
Aalgh
Amnnb
Apmt2

Figura 18. Anadlisis de la sensibilidad de las cepas deletantes en genes de glicosilacion
de proteinas de S. cerevisiae frente al péptido PAF26 y compuestos relacionados con
defectos en la sintesis de pared celular.

Muestras de 5 pL de 1 x 10’ UFC/mL vy diluciones seriadas 1/5 de las cepas Aeosl,
Aalg5, Amnn5, Apmt2y la cepa parental BY4741 tratada con el péptido PAF26 (64 pM)
durante 24 h se aplicaron sobre placas de medio sélido YPD (sin péptido). Crecimiento
de gotas de 5 plL de diluciones seriadas de las mismas cepas deletantes sobre placas de
medio YPD (control) y suplementado con 12,5 ug/mL de CFW o 0,03 % de SDS. Se
incubaron a 30 °C durante 2 dias.
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frente al tratamiento con PAF26, a pesar de tener afectada su pared celular como
lo demuestran su sensibilidad incrementada a CFW o SDS. Este es un fenotipo
similar al del mutante Ajpt! (Figura 17) que se ha caracterizado ampliamente en la
literatura (Thevissen et a/,, 2000; Im et al., 2003; Lopez-Garcia et al, 2010a), y

por ello los mutantes Apmit2y Aeosl fueron estudiados con detalle.

1.2. Estudio comparado de la actividad inhibitoria y fungicida de PAF26
y otros péptidos antimicrobianos sobre mutantes de N- y O-glicosilacion

relevantes

Posteriormente, con el propdsito de investigar si los dos genes FOSI y
PMT2, pertenecientes a la N- y O-glicosilacion, respectivamente, también
intervienen en la respuesta frente a otros péptidos antimicrobianos se realizaron
ensayos para determinar el nimero de unidades formadoras de colonias viables
tras la exposicion a distintas concentraciones de los péptidos. Como se observa en
la Tabla 14 entre los péptidos analizados se encuentran: el péptido P113, derivado
de histatina 5, que también es un péptido antifungico del tipo penetratina (Jang et
al., 2008); la cecropina A que es un péptido natural conocido por su actividad
antibacteriana, y también antifdngico (Steiner et a/., 1981; De Lucca et a/., 1997);
y de nuevo la melitina como péptido antimicrobiano de reconocida accion citolitica

(Terwillinger y Eisenberg, 1982).

Para determinar los valores MIC para cada uno de los AMP se realizaron
experimentos dosis-respuesta con los diferentes péptidos (PAF26, P113,
cecropina A, melitina) en un intervalo de concentraciones entre 4 y 256 uM sobre

la cepa parental BY4741 y las cepas deletantes seleccionadas (Apmt2y Aeosl).

En la Figura 19 se muestran las curvas obtenidas a partir de los recuentos
de las UFC/mL viables para 3 de los 4 péptidos analizados. Se confirmé la
resistencia incrementada en los dos mutantes previamente caracterizados (Aeosi y
Apmt2) frente al péptido PAF26, observando en estos experimentos un valor MIC
de 64 uM para ambos, dos veces superior al observado en la cepa parental

(32 uM). En el caso de P113, la resistencia de dichos mutantes no fue tan
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Tabla 14. Valores inhibitorios de los distintos péptidos ensayados
frente a las cepas seleccionadas de la levadura S. cerevisiae.

Péptidos MIC (uM)

BY4741 Aeos1 Apmt2
PAF26 32 64 64
P113 128 256 256
Melitina 32 32 16
Cecropina A 32 32 16

concluyente debido a que bajo nuestras condiciones experimentales la actividad
antifingica del péptido fue muy baja (Figura 19B) como lo demuestra su elevado
valor MIC registrado sobre la cepa parental (128 uM) comparado con el resto de
péptidos analizados. En este caso, los mutantes Aeos! y Apmt2 presentaron un
valor MIC superior o igual a 256 uM. Por otro lado, en lo que respecta a aquellos
péptidos como cecropina A y melitina, que actdan sobre las membranas celulares,
ambos mutantes (Apmit2 y AeosI) no mostraron una resistencia incrementada
comparado con la cepa parental BY4741 (Tabla 14). De hecho, Apmt2 fue mas
sensible a ambos péptidos. Este resultado puede ser debido a que presentan su
pared celular debilitada (Figura 18) y por tanto esto favorece de alguna manera a
gue fueran hipersensibles frente a péptidos fundamentalmente citoliticos. Este
fenotipo de mayor sensibilidad fue mas claro en la cepa mutante Apmt2 tratada

con melitina como lo demuestra la curva de viabilidad obtenida (Figura 19).
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Figura 19. Curvas dosis-respuesta de la actividad microbicida de los péptidos PAF26
(A), P113 (B) y melitina (C) frente a las cepas deletantes Aeosi, Apmt2 y la cepa
parental BY4741 de S. cerevisiae.

Las células fueron expuestas a distintas concentraciones de los péptidos ensayados de
4 a 256 uM durante 24 h y 5 uL de diluciones seriadas 1/5 de cada tratamiento fueron
aplicadas en forma de gotas sobre placas de YPD (sin péptido). Los datos se
representan en escala logaritmica como el valor medio del nimero de UFC/mL viables
calculado de dos repeticiones.
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1.3. Interaccion y localizacion del péptido PAF26 y sus derivados sobre

S. cerevisiae

El fluoréforo FITC unido covalentemente al extremo N-terminal de PAF26
permitié demostrar que el péptido es capaz de penetrar en las hifas y conidios de
P. digitatum por un proceso no disruptivo de membranas celulares (Mufioz et al.,
2006). Recientemente, y en colaboracién con el grupo del Dr. Nick D. Read
(Universidad de Edimburgo), se han descrito las etapas involucradas en la
interaccién de PAF26 con el hongo filamentoso modelo A, crassa utilizando el
péptido marcado con tetrametilrodamina (TMR) (Mufioz et a/., 2012) (ver también
Introduccién y Discusidn). Este fluoréforo ha demostrado ser mas fiable que FITC
para estos estudios de microscopia, ya que presenta mayor intensidad de emision

y estabilidad bajo nuestras condiciones experimentales.

Previamente a esta tesis doctoral, el péptido FITC-PAF26 habia sido usado
sobre S, cerevisiae en experimentos de localizacion celular (Lopez-Garcia et al.,
2010a). A pesar de la utilizacién en este estudio anterior de microscopia de
fluorescencia no confocal, la combinacién con otras sondas fluorescentes sugirié
gue PAF26 también se internaliza en células de levadura, aunque fueron necesarias
concentraciones mayores de péptido (30 uM) para visualizar la interaccion. En este
apartado, decidimos utilizar el péptido marcado con el fluoréforo TMR vy la
microscopia confocal con el propdsito de profundizar en la interaccion con la cepa
BY4741 de S. cerevisiae. Estos experimentos de microscopia con levadura fueron
realizados durante las estancias en el Laboratorio del “Fungal Cell Biology Group”
del Dr. Read (Universidad de Edimburgo, Reino Unido). Esta parte del trabajo tenia
ademas el objetivo de determinar si existen paralelismos con lo observado por los
Dres. Mufioz y Read en la interaccion del péptido con M. crassa (Mufoz et al.,

2012).

Se visualizd por microscopia confocal laser la interaccion del péptido
marcado TMR-PAF26 a una concentracion sub-inhibitoria (2,5 uM) con la cepa
BY4741 de S. cerevisiae (Figura 20). Asi, se pudo comprobar que el péptido sigue
una serie de pasos secuenciales para internalizarse dentro de la célula y ejercer su

actividad antifingica, los cuales resultaron ser paralelos a los ya descritos para
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N. crassa (Muioz et al., 2012). Como se muestra en las fotos representativas de
dicho experimento se pueden observar hasta cinco patrones distintos de tincion,
cada uno de los cuales corresponden a las diferentes localizaciones del péptido en
toda la poblaciéon celular analizada (Figura 20B-C). En la Figura 20D1, se puede
observar con mas detalle la sefal roja de fluorescencia localizada principalmente
alrededor de la superficie externa de la célula. Esto confirma que la unién a las
envueltas celulares es uno de los pasos iniciales durante la interaccién de PAF26
en las células de levadura. Posteriormente, y cuando el péptido pasa al interior de
la célula, la senal de fluorescencia TMR-PAF26 se detecta primero en estructuras u
organulos tipo endosomas o vacuolas, los cuales se van fusionando en una Unica
vacuola que se agranda y ocupa gran parte del espacio intracelular (Figura 20D2-
3). Finalmente, la fluorescencia es expulsada de las vacuolas en un proceso activo

gue vacia la vacuola, e invade todo el citoplasma, coincidiendo con la muerte

Figura 20. Localizacién del péptido TMR-PAF26 en S. cerevisiae BY4741 mediante
microscopia confocal laser.

Las células 1 x 10° UFC/mL fueron expuestas a 2,5 uM de TMR-PAF26 durante 30 min.
Se muestra la misma micrografia en campo claro (A) y escaneo confocal laser (B-D),
donde la imagen esta sin procesar (B) 6 mejorada la sefial de fluorescencia digitalmente
(C). Se indica la secuencia del mecanismo de accién del péptido (D): 1. Interaccién con
las envueltas celulares; 2. Localizado intracelularmente en pequefias vesciculas, 3.
Localizado en una vacuola que aumenta su tamano, 4. Extrusion de la vacuola al citosol
y 5. Completa tincion del citoplasma (muerte celular).
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celular (Figura 20D4-5). Los resultados obtenidos con la levadura son consistentes
con una secuencia de interaccion del péptido similar a lo encontrado en el hongo

filamentoso Neurospora (Muioz et al,, 2012).

La secuencia de aminoacidos de PAF26 consta de dos motivos
diferenciados: 1) Un motivo catidnico en la posicion N-terminal formado por
residuos de arginina y lisina (RKK), y 2) uno hidrofébico en la posicion C-terminal,
compuesto por aminoacidos aromaticos (WFW). Para estudiar la implicacion de
cada uno de ellos en la actividad antimicrobiana se disenaron dos hexapéptidos
derivados PAF95 y PAF96, en los cuales se sustituyeron los residuos en cada uno
de los dos extremos N- y C-terminal por residuos de alanina, respectivamente. Se
analizd la actividad antimicrobiana de ambos péptidos (PAF95 y PAF96), asi como
su interaccion y localizacion en las células de S. cerevisiae. Ademas, y en paralelo a
este estudio se analizaron las actividades inhibitorias y la localizacién subcelular en
el hongo modelo N. crassa y en el patdgeno fungico A. fumigatus, dentro de la
colaboracién con el grupo de la Universidad de Edimburgo, para establecer cémo

afectan dichas variaciones de secuencia a las propiedades globales de PAF26.

En primer lugar, se realizaron ensayos para comparar la actividad fungicida
de PAF26 y sus dos péptidos representativos derivados (PAF95 y PAF96) a la
concentracion de 64 uM sobre las células de S. cerevisiae, de la misma forma que
se habia hecho en experimentos anteriores (Figura 17 y Figura 18). Como se
observa en la Figura 21A, se pudo comprobar que las variaciones realizadas con
las sustituciones de alanina en los extremos N- y C-terminal de la secuencia de
aminoacidos de PAF26, claramente influyeron negativamente sobre su actividad
antifingica. En dicho experimento se pudo observar que PAF95 tuvo un aumento
importante en el nimero de unidades formadoras de colonias obtenidas y fue por
tanto menos activo comparado a PAF26. Se observd un comportamiento similar
con el péptido PAF96.

Posteriormente, se evalud la interaccién y localizacion de dichos péptidos
derivados de PAF26 marcados con TMR en su extremo N-terminal, de la misma
forma descrita anteriormente. Se pudo constatar que TMR-PAF95 practicamente no

interacciond con las células de levadura como lo demuestra la nula fluorescencia
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detectada mediante microscopia confocal laser (Figura 21C2). Cabe resaltar que en
PAF95 la carga catidnica se ha neutralizado por los residuos de alanina, y este
resultado junto con otros previos del grupo (ver Discusién) indica que el caracter
catidnico es determinante en la interaccion inicial de los péptidos PAF con las
envueltas celulares del hongo cargadas negativamente. Por otro lado, en relacion
al péptido TMR-PAF96 (Figura 21D2), se pudo observar que la sefial roja de
fluorescencia permanece solamente en las envueltas celulares similar a lo
detectado en los hongos N. crassa 'y A. fumigatus (ver Discusion). Estos resultados
confirman que ambos motivos son necesarios para la completa actividad
antifingica del hexapéptido PAF26, siendo el dominio hidrofébico necesario para la

internalizacion celular.

1.4. Estudio comparado de la interaccion y localizacion de PAF26 sobre

distintos mutantes en S. cerevisiae

Como se ha detallado en el Apartado 1.1 de Resultados, se habian
identificado mutantes de S. cerevisiae que mostraron sensibilidad alterada frente a
PAF26. Entre ellos se encuentran mutantes de delecién de: 1) Genes que
participan en el ciclo de urea y metabolismo de arginina (incluyendo ARGI); 2)
IPT1 implicado en la biosintesis de un esfingolipido especifico de membrana; 3)
ECM33, que codifica para una proteina GPI-anclada a la pared celular de funcion
desconocida; y por ultimo, 4) genes que participan en la N- y O-glicosilacién de
proteinas, principalmente £FOS1y PMT2. En este apartado, se decidié analizar por
microscopia confocal laser si estas diferencias en la sensibilidad frente a PAF26
estan correlacionadas con modificaciones en la localizacion del péptido marcado en
las células de levadura, y en comparacion a la interaccion previamente
caracterizada de la cepa parental BY4741 observada en el apartado anterior. Se
realizaron tres experimentos independientes y se seleccionaron fotos

representativas (Figura 22 y Figura 23).
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Figura 21. Actividad y localizacion de péptidos derivados de PAF26 frente a
S. cerevisiae BY4741.

A) Actividad fungicida. Las células fueron expuestas a 64 UM de PAF26, PAF95 y PAF96
durante 24 h, y 5 pL de diluciones seriadas de las mismas se aplicaron sobre placas de
YPD (sin péptido).

B-D) Localizacion de los distintos PAFs marcados con fluorescencia mediante
microscopia confocal laser. Las células 1 x 10° UFC/mL fueron expuestas a 2,5 uM de
cada TMR-PAFs durante 1 h. Se muestran micrografias representativas de la interaccion
con (B) TMR-PAF26, (C) TMR-PAF95 y (D) TMR-PAF96 en campo claro (1) y escaneo
confocal laser (2).
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BY4741
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Aecm33

Aipt1

Figura 22. Localizacion diferencial del péptido TMR-PAF26 en cepas deletantes de
S. cerevisiae mediante microscopia confocal laser.

Las células 1 x 10% UFC/mL fueron expuestas a 2,5 uM de TMR-PAF26 durante 30 min.
Se muestra micrografias representativas de (A) BY4741, (B) Aargl, (C) Aecm33,
(D) Ajpt! en campo claro (1) y escaneo confocal laser (2). Barra: 10 um. En A2 se
indican las tres categorias (1, 2, y 3) de interaccion de TMR-PAF26 (ver el texto para
mas detalles).
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Ademas, se realizaron recuentos de las células que exhibieron
fluorescencia y fueron separadas en tres categorias correspondientes cada una a la
localizacién diferencial del péptido TMR-PAF26 en las mismas (Figura 23). Como se
observa en la Figura 22A2 y Figura 23, en la cepa parental BY4741 practicamente
la totalidad de las células mostro sefial de fluorescencia y se distinguieron estos
tres patrones de localizacion de TMR-PAF26: el 15-25% de células que
presentaron sefial de fluorescencia localizada solo en la envoltura celular (1); el
60-75 % mostraron fluorescencia en estructuras intracelulares (2), y el 5-20 %
exhibieron sefial roja intensa extendida en toda la célula que fue coincidente con la

muerte celular (3) (Figura 23).
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E H B

Figura 23. Andlisis de la localizacion diferencial de TMR-PAF26 en cepas deletantes
seleccionadas de S. cerevisiae.

Los datos representan los valores medios + SD de los porcentajes obtenidos del nimero
de células asignadas para las categorias 1, 2 y 3 descritas en el texto y ejemplificadas
en la parte inferior de la figura de tres experimentos independientes (3 repeticiones).
Los circulos indican diferencias estadisticamente significativas con respecto a la cepa
parental BY4741, representando los valores mas bajos con color negro y los mas
elevados con blanco. Un circulo corresponde a p<0,05 y dos circulos p<0,01.
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La interaccion de TMR-PAF26 con las cepas mutantes Aargl y Aecm33
presentd diferencias que no fueron importantes pero si cuantitativamente
significativas en la localizacion de la sefal de fluorescencia comparada con BY4741
(Figura 22). La fluorescencia detectada en el mutante Aarg! estuvo principalmente
localizada en organulos intracelulares tipo vacuolas (Figura 23, categoria 2), que
ademas y en general presentaban un tamafio menor que en el caso de las demas
cepas. El porcentaje de células con sefal total de fluorescencia en el citoplasma
fue menor en concordancia con su fenotipo de resistencia a PAF26. El uso de la
sonda vacuolar cFDDFA permitid constatar la co-localizacion de la sefial de la
categoria 2 en los organulos vacuolares tanto en la cepa parental BY4741 como
Aargl (Figura 24), confirmando la localizacion intracelular vacuolar en
S. cerevisiae, similar a lo encontrado en el hongo N. crassa (Mufoz et al., 2012).
Sin embargo, las observaciones de la localizacién vacuolar en el mutante Aarg! de

levadura no fueron tan consistentes como lo demostrado con el péptido sdlo, ya

Figura 24. Visualizacion de la localizacion en vacuolas del péptido TMR-PAF26 vy la
sonda cFDDFA en S. cerevisiae BY4741 mediante microscopia confocal laser.

Las células 1x 10° UFC/mL fueron expuestas a la sonda vacuolar cFDDFA 20 uM
durante 30 min, a 30 °C. Luego fueron tratadas con 2,5 uM de TMR-PAF26 durante 1 h.
Se muestran las mismas micrografias para (A) BY4741 y (B) Aargl en campo claro (A1,
B1) y escaneo confocal laser con la fluorescencia roja para TMR-PAF26 (A2; B2), verde
para cFDDFA (A3, B3) y la superposicion de ambas imagenes (A4, B4). Las flechas
indican la co-localizacién en vacuolas.
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gue existié una especie de competencia con la sonda vacuolar usada.

En el caso de la cepa Aecm33 se registré un mayor nimero de células con
tincién completa del citoplasma en dicho mutante (23%; Figura 23) que en la cepa
parental. Esto se correlaciona con la mayor sensibilidad mencionada previamente
de Aecm33 frente a PAF26. Los tres patrones de distribucion de TMR-PAF26 dentro
de las células del mutante Ajpt1 fueron similares a lo detectado en la cepa BY4741
(Figura 22D2) y esto fue confirmado con los recuentos realizados, en los que no se

detectaron diferencias significativas (Figura 23).

También en este estudio hemos realizado la caracterizacion de la
interacciéon de TMR-PAF26 en aquellos mutantes pertenecientes a genes que
participan en el proceso de glicosilacién. En los mutantes pertenecientes a la
familia PMT de las manosiltransferasas de proteinas se pudo constatar que no
existen variaciones en su localizacién subcelular con respecto a la cepa parental
(Figura 25). Incluso en el mutante Apmit2 (Figura 25D2) cuyo fenotipo fue
marcadamente resistente en los ensayos de actividad fungicida, no se observaron
diferencias significativas en la visualizacién microscopica y ni siquiera en los
recuentos para los distintos patrones de localizacidon, como lo demuestran los
valores porcentuales obtenidos dentro de las categorias ya asignadas con respecto
a BY4741 (Figura 23).
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Figura 25. Localizacién del péptido TMR-PAF26 en cepas deletantes en genes PMT de
S. cerevisiae con microscopia confocal laser.

Las células 1 x 10° UFC/mL fueron expuestas a 2,5 pM de TMR-PAF26 durante 30 min.
Se muestran micrografias representativas de (A) BY4741, (B) Aeosi, (C) Apmtl,
(D) ApmitZ, (E) Apmt3, (F) Apmt4, (G) Apmt5, (H) Apmié en campo claro (1) y escaneo
confocal laser (2).
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Eoslp se ha propuesto que participa en el proceso de N-glicosilacién en
S. cerevisiae (Nakamura et al., 2007) (ver también Discusion). La interaccion del
péptido TMR-PAF26 con las células del mutante Aeosi presentd diferencias
cualitativamente muy relevantes, ya que se observd que la sefial de fluorescencia
permanecia Unicamente en sus envueltas celulares (Figura 25B2). Esta localizacion
diferencial en las células del mutante Aeosi fue comprobada con los recuentos
realizados (Figura 23), en donde el mayor porcentaje de células del péptido
marcado con fluorescencia se asignd en la categoria de las envueltas celulares,
dando un valor de 67 %, mas de tres veces superior al marcaje detectado en dicha
categoria para las células de BY4741 (19 %). Este resultado sugiere que la
envoltura celular es critica para la interaccion e internalizacion del péptido y que
FOS1 ejerce su actividad a través de la glicosilacion de proteinas de la pared

celular que son requeridas para la internalizacion de PAF26 (ver Discusion).

Ademads, se realizaron experimentos para evaluar la interaccion vy
localizacién de los péptidos PAF95 y PAF96 derivados de PAF26, de forma similar a
lo realizado con BY4741 (apartado 1.3 de Resultados). En relaciéon a ello, no se
observaron diferencias en la localizacién de TMR-PAF95 y TMR-PAF96 en ninguno
de los mutantes analizados con respecto a lo previamente caracterizado en las

células de la cepa parental BY4741 (datos no mostrados).

1.5. Implicacion de la pared celular en la interaccion con el péptido
PAF26 y la susceptibilidad al mismo en la cepa parental S. cerevisiaey su

mutante Aeos1

En base a estos resultados con el mutante Aeosi, decidimos explorar el
papel que cumple la pared celular no solamente para la interacciéon con el péptido
PAF26, sino también para su internalizacion en las células de levaduras. Para ello,
en primer lugar se obtuvieron protoplastos de ambas cepas (BY4741 y Aeosi)
siguiendo el protocolo modificado de (Petit ef a/, 1994) y colaboradores (ver
apartado 6.1 de Materiales y Métodos), y usando el complejo enzimatico comercial

glucanex (2 mg/mL). Se partié de una densidad de 1 x 10® células/mL para cada
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cepa y una vez obtenidos sus protoplastos se trataron con 2,5 uM de TMR-PAF26 e
incubaron a temperatura ambiente durante 1 h. Ademas, en paralelo se trabajo
con células con pared que fueron sometidas a los mismos lavados e incubaciones

pero sin el tratamiento enzimatico, y expuestas también a 2,5 uM de TMR-PAF26.

Cabria esperar que aquellos péptidos antimicrobianos cuyo mecanismo de
accion se basa en la permeabilizacion de membranas interaccionaran mas
facilmente con las membranas de células desprovistas de la pared celular y
resultaran mucho mas activos. En el caso de PAF26, ocurrid todo lo contrario ya
que, en primer lugar, cuando los protoplastos de la cepa parental BY4741 fueron
expuestos al péptido marcado, interaccionaron débilmente con él y no fueron
capaces de internalizarlo (Figura 26C2). Mimetizando incluso la localizacion de
fluorescencia de TMR-PAF26 en las células enteras del mutante Aeos! (Figura
26B2). Esto claramente permitié concluir que la pared celular resulta necesaria

para la interaccion e internalizacion del péptido PAF26.

Cuando se realizd la caracterizacién de la interaccién del péptido TMR-

BY4741 Aeos1

“‘. .

Figura 26. Localizacion del péptido TMR-PAF26 en células enteras y protoplastos de
S. cerevisiae con microscopia confocal laser.

Las células enteras (1 x 10° UFC/mL) y los protoplastos (1 x 108 UFC/mL) de BY4741 (A,
C) y Aeosi (B, D), fueron incubados con 2,5uM de TMR-PAF26 durante 1h. Se
muestran las mismas micrografias en campo claro (1) y escaneo confocal laser (2).
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PAF26 en los protoplastos obtenidos de la cepa mutante Aeos! se pudo observar
que la intensidad de fluorescencia fue mas baja que la detectada cuando fueron
usadas sus células enteras (Figura 26D2). Aunque la distribucion y localizacion
subcelular de dicha sefial no fue significativamente diferente a los protoplastos de
BY4741 (Figura 26C2) y las células enteras de Aeos! (Figura 26B2), a diferencia de
lo que ocurre con BY4741. Se compararon los resultados obtenidos de la
cuantificacion de fluorescencia de los experimentos llevados a cabo tanto con
protoplastos como con células enteras. Como se muestra en la Figura 27, se pudo
confirmar cuantitativamente un cambio en la distribucion de la sefal de
fluorescencia del péptido PAF26 en los protoplastos de BY4741, para los que
claramente se observan: 1) Un aumento en el porcentaje de células con
fluorescencia predominante en la membrana celular, y 2) una reduccion en el
nimero de células con fluorescencia localizada en vacuolas y citoplasma. Estos
resultados indican una menor internalizacion de PAF26 en las células de levaduras
cuando son desprovistas de pared celular. Ademas, no existieron variaciones en los

porcentajes obtenidos para cada una de las categorias asignadas en los
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Figura 27. Analisis comparativo de la localizacion diferencial de TMR-PAF26 en células
enteras y protoplastos de BY4741 y Aeos! de S. cerevisiae.

Los datos representan los valores medios + SD de los porcentajes obtenidos del nimero
de células asignadas para cada una de las tres categorias similar a lo realizado en la
Figura 23 de tres experimentos independientes con tres repeticiones.
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protoplastos Aeos? al compararlos con lo detectado en las células enteras.

Se decidi6 comprobar si el bloqueo de la internalizacion del péptido
provocado por la eliminacién de la pared celular da como resultado una menor
sensibilidad frente a PAF26. Los ensayos de muerte celular que hemos venido
realizando (esto es, de tratamiento con el péptido y posterior crecimiento en placas
sin péptido) no pueden ser realizados con protoplastos. Por ello, pusimos a punto
un ensayo basado en la tincion con el marcador de muerte celular yoduro de
propidio (PI). Se realizaron unos ensayos comparativos de viabilidad celular
(Figura 28), en donde las células enteras y los protoplastos de cada cepa (BY4741
y Aeosl) se trataron con 2,5 uM PAF26 (péptido sin marcar) durante 1 h. Estas
muestras luego se sometieron al tratamiento con 2 ug/mL de PI. En las fotos
representativas de dichos ensayos realizados se pudo comprobar cémo la
intensidad de la sefial roja de fluorescencia producida por el PI fue muy reducida
en los protoplastos de ambas cepas tratados con PAF26 (Figura 28C2-D2)

confirmando que la muerte celular es menor al eliminar la pared.

Al analizar cuantitativamente la tincién con PI en las muestras analizadas
correspondientes a cada cepa, se pudo confirmar que las células enteras de Aeos!
exhibieron porcentajes mas bajos de tincion (muerte celular) al compararlo con la
cepa parental (BY4741) (Figura 29). Estas diferencias porcentuales de muerte
celular fueron significativas (p<0.001) entre ambas cepas y estuvieron

correlacionadas con el fenotipo resistente de Aeos1 ya caracterizado previamente.
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Figura 28. Visualizacion de la muerte celular causada por el péptido PAF26 en células
enteras y protoplastos de BY4741 y Aeos! de S. cerevisiae con microscopia confocal
laser.

Las células (1 x 10 UFC/mL) y los protoplastos (1 x 108 UFC/mL) fueron tratados con
2,5uM de PAF26 durante 1h y posteriormente tefiidos con yoduro de propidio
(2 pg/mL). Se muestran las mismas micrografias para BY4741 (A-C) y Aeos! (B-D) en
campo claro (1) y escaneo confocal laser (2).

Por otro lado, los protoplastos de ambas cepas exhibieron porcentajes
similares de muerte celular que no fueron estadisticamente significativos entre si
(p=0.347) y fueron mas bajos que aquellos valores registrados con células enteras.
Todos estos resultados en su conjunto apoyan la hipétesis de que la pared celular
es imprescindible para la interaccion e internalizacion del péptido PAF26, y ademas
resaltan la importancia de la misma para que el péptido penetre dentro de la célula
de S. cerevisiae y desencadene la muerte celular, ejerciendo su actividad
antifingica. Ademas, indican que el fenotipo de Aeos! se debe a una pérdida de

funcion relacionada con pared celular.
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Figura 29. Analisis comparativo de la accién fungicida de PAF26 en células enteras y
protoplastos de BY4741 y Aeos1 de S. cerevisiae.

Los datos representan los valores medios + SD de los porcentajes obtenidos del nimero
de células muertas determinado por la tincion con yoduro de propidio en dos
experimentos independientes con tres repeticiones. Las barras azules muestran los
datos con células enteras y las rojas con protoplastos. Se indica la significacion
estadistica (valor p) de las distintas comparaciones.

2. Identificacion y caracterizacion de la expresion génica de la familia
de genes PMT en Penicillium digitatum

Teniendo en cuenta los resultados precedentes, en el siguiente objetivo
nos planteamos la identificacién de los miembros de la familia génica PMT en el
hongo P. digitatum. Para ello fue necesaria la obtencion de una biblioteca de DNA
gendmico que permitiera el aislamiento de los genes completos. Posteriormente se
hizo la caracterizacidon de su expresion génica durante el crecimiento del hongo, su

exposicion al hexapéptido PAF26, y el proceso de infeccidn de frutos citricos.
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2.1. Identificacion de tres fragmentos parciales de los posibles genes
PMTen P. digitatum

Para la identificacion de secuencias especificas de genes PMT se disend
una estrategia basada en la amplificacion del DNA gendmico mediante PCR
utilizando oligonucledtidos degenerados. Para ello, en primer lugar se realizd una
bisqueda en las bases de datos del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) y del Broad
Institute (www.broadinstitute.org) para identificar las secuencias de nucledtidos de
los genes PMT que estén presentes en los genomas disponibles de los hongos
A. nidulans, A. fumigatus, M. griseay B. cinerea (ver mas adelante Figura 41). En
general, se utilizd el programa BLAST para buscar secuencias que resultaran
homologas a cada uno de los genes PMT ya descriptas en la levadura modelo

S. cerevisiae.

Posteriormente, se generd un alineamiento mdltiple de las secuencias
encontradas utilizando los programas CLUSTAL w2 y DNAMAN. En la Tabla 15 se
muestran los seis oligonucledtidos degenerados que fueron disenados a partir de
las zonas altamente conservadas de los genes PMT en las diferentes especies de

hongos Ascomycota analizadas.

Mediante amplificacién por PCR se obtuvieron tres bandas mayoritarias del

tamafio esperado y otras minoritarias para cada una de las tres combinaciones de

Tabla 15. Pareja de oligonucledtidos degenerados disefiados y
usados para aislar los fragmentos parciales de los genes PMT de
P. digitatum.

Cebadores 5°-3° Uso Gen
0IM78 TGGGAYGARGCNCACTTYGG F PMT2
0IM79 CTCATCTGVGCATCDCCNGG R PMT2
0JIM80 TTCTTYGAYGTNCACCCTCC F PMT4
0IM82 TGGAAHTCVGGNGTCATGAA R PMT4
0IM89 CACGTCATGACTGGCTGTGT F PMT1
0IM90 GCCATAAGGTAGAAKGGGAAG R PMT1

Codigo de letras: M: CA; N: AT,GoC;, V: ACG, R:AoG;Y:CoT,
H:A,CT, K: G,T.
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M 123435 M 123435 M 12345

Figura 30. Amplificacion por PCR de fragmentos parciales de genes PMT en
P. digitatum.

Se muestran los productos amplificados con los oligonucledtidos 0IJM89/0IM90 (A),
0JM78/0IM79 (B), 0IM80/0IJM82 (C), respectivamente. Gel de agarosa 0,8 % en
tampdn TAE 1x. M: Marcador de peso molecular 1 kb DNA, 1-4: cuatro réplicas del DNA
genomico (gDNA) del hongo usado como molde (200 ng) y 5: control negativo.

pares de oligonucledtidos. En la Figura 30, se puede observar la electroforesis en
gel de agarosa con los fragmentos amplificados con las parejas de oligonucledtidos
0JM89/0IM90, OIM78/0IM79 y 0OIM80/0IM82 con un tamafio aproximado de
597, 698 y 673 pb, respectivamente, usando como molde el DNA gendmico de

P. digitatum.

Los productos de PCR amplificados fueron purificados y clonados en el
vector pGEM-T. Entre cuatro y doce colonias transformantes fueron elegidas al
azar como representantes de cada uno de los tres productos de PCR (Tabla 16) y
sus insertos fueron secuenciados. Las secuencias obtenidas fueron sometidas a
una blisqueda BLAST (Blastn) en la base de datos del NCBI para encontrar
homologias con las secuencias depositadas y confirmar su anotacién funcional. Los
resultados que se encuentran detallados en la Tabla 16 muestran que cada uno de
los tres fragmentos de DNA aislados de P. digitatum correspondieron a un
miembro de cada subfamilia PMT, siendo nombrados cada gen individual como
PdigPMT1, PdigPMT2y PdigPMT4, respectivamente. Estas tres secuencias parciales
de cada gen PMT de P. digitatum presentaron un elevado porcentaje de identidad
(92, 90 y 91 %, respectivamente) con las secuencias ortdlogas identificadas en el

genoma de P. chrysogenum.
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Tabla 16. Analisis de homologia de los tres amplicones obtenidos con los
oligonucledtidos degenerados de los genes PMT de P. digitatum.

Genes Cebadores Clones Tamaiio E- valor Analisis BLAST
P.digitatum F/R positivos (pb) (% de Identidad)

PMT1 0JM89/ 4 597 0 (92 %) P. chrysogenum
0JM90 Pc20g07670

PMT2 0IM78/ 4 698 0 (90 %) P. chrysogenum
0JM79 Pc12g05130

PMT4 0IM80/ 1 673 0 (91 %) P. chrysogenum
0JM82 Pc21g05160

2.2. Construccion y caracterizacion de la biblioteca genémica de
P. digitatum

La obtencién de la biblioteca gendmica de 2. digitatum se hizo mediante el
uso del “Copy Control Fosmid Library Production Kit” (Epicentre Biotechnologies)
(ver detalles en el apartado 12 de Materiales y Métodos). En la Figura 31A se
puede observar mediante electroforesis en gel de agarosa la calidad del DNA
gendmico extraido del micelio del hongo, y que también se constaté mediante
espectrofotometria (datos no mostrados). La cuantificacion de la muestra de DNA
extraida fue realizada con el fluordforo “Picogreen” (Invitrogen) y permitio
determinar que se obtuvieron aproximadamente 1 ug/uL de DNA. El protocolo de
extraccion utilizado (Moller et a/., 1992) sirvié para obtener una buena preparacion
de DNA gendmico, en cantidad y calidad suficientes para ser usado directamente
en la obtencion de la biblioteca gendmica y que posteriormente también serviria
como molde para la secuenciaciéon del genoma de la cepa PHI26 de A. digitatum
(CECT20796) (Marcet-Houben et al., 2012).

Una electroforesis CHEF bajo campo pulsante (Figura 31B), permitid
comprobar que el DNA obtenido se encuentra fragmentado en fragmentos que
oscilan entre 30 y 50 kb. Esto ultimo es de suma importancia para la construccion
de la biblioteca, ya que el DNA gendmico a utilizar debe estar fragmentado en
tamafios de 40 kb. Es por ello, que en este caso no se necesitd realizar cortes al

azar adicionales y se procedi6 directamente a recuperar y purificar del gel de
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A M1 23 B M21 2 M21 2

12 kb

2 kb
48,5 kb

23,1 kb

Figura 31. Electroforesis normal (A) y bajo campo pulsante (B) del DNA gendmico de
P. digitatum.

A) Lineas 1-3: diluciones seriadas 1/10 del gDNA del hongo y M1: marcador de peso
molecular 1 kb DNA. Gel de agarosa 0,7 % en tampon TAE 1x. B) Linea 1: gDNA de
hongo, linea 2: DNA control del fésmido (36 kb), y M2: Marcador Lambda (PFG). Gel de
agarosa de bajo punto de fusion al 1 % en tampdn TBE 0,5x a 14 °Cy 6 V/cm.

agarosa de bajo punto de fusion la zona de DNA préximas a los 36 kb que se

correspondieron con el tamafio de la muestra control de fosmido.

Una vez purificado el DNA, se decidié trabajar con dos concentraciones del
mismo para la obtencidn de la biblioteca, 250 ng (que es la concentracion
recomendada) y 480 ng, en las reacciones de ligacién para comprobar si existian
variaciones en el nimero de colonias recombinantes obtenidas. Estos DNA se
ligaron en el vector pCC2FOS y empaquetaron en los extractos de Max Plax
Lambda. Este material empaquetado se infectd sobre Escherichia coli EPI300-T1 y
se sembré una alicuota de 5uL en placas con medio de seleccién
(LB + cloranfenicol) para determinar la titulacion de las colonias obtenidas (Figura
32). Se obtuvo una mayor eficiencia de transformacion al utilizar 480 ng de DNA
gendémico (Figura 32B), registrando un total de 7,0 x 10* UFC/mL de
recombinantes, que representd un 40 % superior a la muestra de 250 ng
(4,7 x 10* UFC/mL). Ademads, la cepa E. coli EPI300-T1 (sin DNA) no crecié en
placas de LB + cloranfenicol, y se obtuvo un tipico césped bacteriano cuando se
sembréd en placas de medio LB. En el caso del control positivo del fésmido

empaquetado, se obtuvieron 2,7 x 10° UFC/mL, un orden de magnitud superior. En
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funcién de estos resultados, decidimos continuar con los pasos del protocolo

usando la biblioteca gendmica correspondiente a los 480 ng de DNA.

Inicialmente, postulamos el tamano del genoma de PA. digitatum en
aproximadamente 40 Mb, en funcién del tamario de los genomas descritos en otros
hongos filamentosos relacionados como P. chrysogenum (32 Mb) (van den Berg et
al., 2008), o el fitopatdgeno Fusarium verticilloides (42 Mb) (Brown et al., 2005).
Tedricamente, la probabilidad de contener un gen dado en una biblioteca
gendmica se calcula segun la formula proporcionada por (Sambrook et a/., 1989) y
detallada en el apartado 12.4 de Materiales y Métodos. Por ello, conservamos un
total de 9000 clones de fésmidos para garantizar una representatividad de al

menos el 99,9 %.

Esta biblioteca de 9000 clones ha sido repartida en mezclas de
aproximadamente 150 fosmidos cada una y organizada en un total de 60 tubos
glicerinados y guardados a -80 °C. Es importante recalcar que los fosmidos
introducidos en las cepas bacterianas £. co/i EPI300-T1 estan en copia Unica

debido a que el gen 7774 se encuentra reprimido bajo las condiciones dadas por el

Figura 32. Colonias de bacterias £. coli (EPI300-T1) conteniendo los fosmidos
empaquetados.

A) Control fosmido, B) Fosmidos obtenidos con 480 ng de gDNA del hongo, C) Fdsmidos
obtenidos con 250 ng de gDNA fungico, y D) Control negativo. Las placas contienen
medio sélido LB + cloranfenicol 12,5 ng/mL para la seleccién de las bacterias infectadas.
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medio LB + cloranfenicol. Los fésmidos deben ser amplificados para obtener un
gran numero de copias (solucion de induccion provista por el kit Epicentre
Biotechnologies) como un paso previo para la purificacion de los mismos vy

digestion con endonucleasas o amplificacion por PCR.

Para comprobar el tamafio de los insertos de DNA flngico presentes en los
fédsmidos de la biblioteca gendmica, se seleccionaron seis fésmidos individuales al
azar, se crecieron en medio de induccion, se purificaron por lisis alcalina y
columna, y finalmente se analizaron por restriccion. En la Figura 33A-B se
observan las muestras del DNA purificado y digerido con la enzima BamHI para
cada uno de los seis fosmidos inducidos, respectivamente. La enzima de restriccion
BamHI tiene dos sitios de corte que delimita la zona de insercion del DNA en el
vector pCC2FOS. Los resultados obtenidos con las muestras digeridas muestran
gue todos los clones presentan la banda de 8 kb correspondiente al vector fésmido
pCC2FOS. Ademas, se logré comprobar que el tamafio de los seis insertos ligados

al vector oscilan entre 21,5 y 37,5 kb, con un promedio de 30 kb.

Recientemente, se ha secuenciado el genoma de nuestra cepa de
P. digitatum PHI26 (Marcet-Houben et a/., 2012) demostrandose que su tamafo es
del orden de unos 26 Mb, registrando una reduccién en el tamafio al compararlo
con el tamano presupuesto (40 Mb) y descrito en especies relacionadas del género
Penicillium. Por tanto, con el tamafio real del genoma y con el promedio de
tamanio de inserto de la biblioteca gendmica, la probabilidad de que un fragmento
cualquiera del genoma de P. digitatum no se encuentre en los 9000 fésmidos de la

biblioteca es menor que 0,003 %.
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A M123456M B MA123456M

8 kb
2 kb

Figura 33. Electroforesis del DNA purificado de seis fésmidos inducidos (A) y digeridos
con BamHI (B).

Lineas 1-6: Fosmidos purificados de las colonias bacterianas EPI300-T1 infectadas. M:
Marcador de peso molecular 1 kb DNA. A: Lambda DNA digerido con £coRl/HindlIl. Gel
de agarosa 0,7 % en tampdn TAE 1x.

Finalmente, en la Figura 34 se representa el esquema del procedimiento
que se siguid para detectar los fésmidos positivos de los genes de interés (ver
apartado siguiente) mediante una estrategia basada en ciclos sucesivos de
aislamiento de DNA de mezclas de fdsmidos, amplificacion por PCR para
identificacion de positivos, y dilucion de cada mezcla para identificar clones
individuales. El primer ciclo es universal y disponemos de 60 preparaciones de
mezclas de DNA de los fésmidos representando cada mezcla inicial de ~150 clones
independientes. Siguiendo esta estrategia descrita, cabe resaltar que nuestro
grupo ha usado esta biblioteca gendmica para aislar los genes involucrados en la
sintesis de quitina de este hongo postcosecha (Gandia et a/., 2012). Mas adelante
se muestra un ejemplo de este procedimiento con la identificacion de un fésmido

positivo para el gen PdigPMT2 de P. digitatum.
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Figura 34. Representacion esquematica de la bisqueda por PCR de fésmidos positivos.
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2.3. Aislamiento de los genes PMT en la biblioteca gendmica de
P. digitatum

Para aislar los tres genes PMT identificados en P. digitatum se realizd un
rastreo por PCR sobre los fosmidos de la biblioteca gendmica obtenida. Se
utilizaron parejas de cebadores especificos para cada gen PMT disefiados a partir
de las secuencias nucleotidicas de los fragmentos parciales de DNA de P. digitatum
(Tabla 7 de Materiales y Métodos). Para poder identificar fosmidos positivos que
contengan cada gen PMT se realizd una busqueda con tres ciclos sucesivos de PCR
siguiendo la estrategia descrita en el apartado anterior. En la Figura 35 se muestra
la electroforesis de la PCR final (3° ciclo) que permitié amplificar un fragmento de
133 pb del gen PdigPMT2 con los oligonucledtidos especificos 0JM91/0IM92. En la
Tabla 17, se resume el procedimiento seguido para los tres genes, que permitio
aislar aquellos fésmidos individuales portadores de cada gen completo PMT de
P. digitatum y que fueron nombrados como pFOSPdigPMT1_05.11.15,
pFOSPdigPMT2_27.13.42, y pFOSPdigPMT4_06.09.02.

M 1234567891011 1213

133 pb

Figura 35. Identificacion del fosmido individual que contiene PdigPMT2.

Se muestra el producto amplificado por PCR con los oligonucledtidos especificos
0IJM91/0IM92. M: Marcador de peso molecular 1 kb DNA, lineas 1-8: gDNA de ocho
fosmidos independientes, nétese el fosmido positivo (linea 4) que tiene el amplicon
esperado, linea 9: mezcla de DNA de 150 fosmidos identificado por PCR en el 1° ciclo,
linea 10: mezcla de DNA de 15 fésmidos identificado por PCR en el 2° ciclo; 11: gDNA
del hongo (50 ng), linea 12: clon positivo pGEM_Pmt2_EH2 y linea 13: control negativo.
Gel de agarosa 0,8 % en tampdn TAE 1x.
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Tabla 17. Identificacion de los fésmidos individuales para los genes PMT de
P. digitatum por PCR con oligonucledtidos especificos.

Genes Cebadores Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Fosmido identificado
especificos 150 15 fosmido que contiene
(F/R) féosmidos fosmidos individual PMT de P. digitatum

PMT1 0JM115/0IM116 3 positivos/18 1 positivo/13 1 positivo/20  pFOSPdigPMT1_05.11.15
PMT2 0JM91/0IM92 2 positivos/23 1 positivo/18 1 positivo/46  pFOSPdigPMT2_27.13.42
PMT4 0JM93/0IM94 2 positivos/18 2 positivos/11 2 positivos/12 pFOSPdigPMT4_06.09.02

pFOSPdigPMT4_06.09.06

Una vez se identificaron los distintos fosmidos positivos, se procedid a la
secuenciacion de los genes PMT y regiones adyacentes mediante paseo
cromosomico. La Figura 36 muestra el ensamblaje de todas las secuencias génicas
obtenidas para cada fésmido positivo como resultado de las distintas rondas de
secuenciacion, realizadas con oligonucleétidos especificos disefiados sucesivamente
a lo largo del paseo cromosdmico (Tabla 8 de Materiales Y Métodos). Asi, se
obtuvieron una longitud total de 6235 pb, 3891 pb y 5371 pb de secuencias
nucleotidicas de cada fésmido individual secuenciado: pFOSPdigPMT1_05.11.15,
pFOSPdigPMT2_27.13.42, y pFOSPdigPMT4_06.09.02, respectivamente. El analisis
BLAST de las secuencias obtenidas permiti6 en primer lugar confirmar la
identificacion de los tres genes PMT de P. digitatum (Tabla 18). Por tanto, esta
estrategia hizo posible el aislamiento de las secuencias completas de los tres genes
PdigPMT que resultaron ser ortdlogos a los correspondientes genes identificados
en el genoma de P.chrysogenum PMT1 (Pc20g07670), PMT2 (Pc12g05130) y PMT4
(Pc21g05160), compartiendo el 92 %, 94 % y 92 % de identidad nucleotidica,
respectivamente. PdigPMT1 y PdigPMT2 estan interrumpidos por tres intrones y
tienen un ORF de 2814 pb y 2235 pb, respectivamente, mientras que PdigPMT4
tiene 2331 pb con dos intrones (Figura 37). Ademas, los tamafios de las
secuencias codificantes y la presencia de intrones fueron confirmados a través de
la amplificacion por PCR con oligonucledtidos disefiados para solapar con el codon
de inicio y el coddn de parada de cada gen usando como molde cDNA
(experimentos no mostrados). Estos productos fueron clonados en el vector

pGEM-T y secuenciados. El alineamiento realizado entre las secuencias gendmicas
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Figura 36. Paseo cromosomico sobre los fosmidos individuales identificados para aislar
las secuencias completas de los genes PMT de P. digitatum.
con sus respectivos cDNA usando el programa DNAMAN permitié corroborar los

intrones para cada gen PMT.

El anadlisis de las secuencias también indica una elevada sintenia entre los
genomas de A. digitatumy P. chrysogenum (Tabla 18 y Figura 37). En la Figura
37 se puede observar la organizacion gendmica de PdigPMTI1, PdigPMT2 vy
PdigPMT4 con sus genes vecinos en comparacién con la distribucién de los
respectivos genes en el genoma de PA. chrysogenum demostrando la sintenia
existente en estas zonas del genoma entre estos dos hongos pertenecientes al

género Penicillium.
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Tabla 18. Andlisis de homologia de las secuencias obtenidas de los fésmidos
portadores de los genes PMT de P. digitatum.

P. digitatum  Secuencias P. chrysogenum E- valor Posible funcion molecular
(pb) (% de Identidad)
pFOSPdigPMT1 6235 Pc20g07670 0 (92 %) Manosiltransferasa de proteina
05.11.15 (PMT1)
Pc20g07660 0 (90 %) Factor de empalme pre-RNAm
(PRP21)
Pc20g07680 3E-86 (98 %) Proteina hipotética
pFOSPdigPMT2 3891 Pc12g05130 0 (94 %) Manosiltransferasa de proteina
27.13.42 (PMT2)
Pc12g05120 1E-38 (88 %) Transportador de glucosa (HGT1)
pFOSPdigPMT4 5371 Pc21g05160 0 (92 %) Manosiltransferasa de proteina
06.09.02 (PMT4)
Pc21g05170 0 (80 %) Proteina hipotética

Se realizd un andlisis in silico de las regiones no codificantes del
extremo 5" de los genes PMT para poder identificar posibles secuencias
reguladoras y de unidon a factores de transcripcion, mediante el programa
Matlnspector (http://www.genomatix.de). En la Figura 38 se indican los resultados
mas representativos seleccionando aquellos que mostraron una relacion de
identidad préxima a 1 (0,99-1,00) entre las secuencias promotoras analizadas de
los genes PMT con las secuencias consenso presentes en las bases de datos del
MatInspector. Este analisis permitio revelar la presencia de posibles cajas TATA en
las regiones promotoras que se localizaron a -562 pb, -512 pb y -486 pb del codéon
de inicio de transcripcion para PdigPMT1, PdigPMT2y PdigPMT4, respectivamente.
El andlisis indica que existe una mayor similitud en cuanto a la presencia de
secuencias reguladoras entre los genes PdigPMT1 y PdigPMT2 que con el
PdigPMT4. Se identificaron dos y cuatro sitios posibles de unién al factor de
transcripcion tipo Yap1p que participa en la respuesta a estrés oxidativo (Delaunay
et al, 2000) en los promotores correspondientes a PdigPMTI y PdigPMTZ.
También en el extremo 5° de PdigPMT1y PdigPMT2, se identificaron la secuencia
consenso correspondiente al factor de transcripcion Stel2 de respuesta a
feromonas (Garcia et al, 2004; Heise et al/, 2010; Hoi y Dumas, 2010) y al
regulador AbaA requerido para las etapas terminales de formacion de conidi6foros
(Sewall et al., 1990). Estos elementos correspondientes a Stel2 y AbaA regulan
genes esenciales para el crecimiento celular y ademas son efectores de cascadas

de senalizacién MAP quinasas (Schweizer et a/., 2000; Kohler et a/., 2002).
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Figura 37. Organizacion genoémica de los genes PMT de P. digitatum comparados con

P. chrysogenum.
Se muestran en el diagrama los intrones y exones para cada gen PdigMT (en color) y la
localizacién de genes vecinos. En la parte superior se indican las identidades de

secuencia con P. chrysogenum.

En los promotores de los tres genes se encontré una posible caja GATA
que serviria de union a un regulador transcripcional del metabolismo nitrogenado
(Scazzocchio, 2000). En la region promotora del gen PdigPMT4 se encontraron dos
dominios de unidn del factor de transcripcion StuAp relacionados con el desarrollo
asexual de A. nidulans (Dutton et al., 1997). Solo en PdigPMT1 se encontrd un sitio
posible de unidn al factor de transcripcion dependiente de calcineurina que activa
la sefalizacién via calcio (Matheos et a/., 1997). Coincidente con esto Ultimo, en
C. albicans se demostrd que la calcineurina es un posible regulador de la
deficiencia de PMT1 (Cantero y Ernst, 2011). Estos analisis in sifico sugieren que
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Figura 38. Sitios de unidn a factores de transcripcion en las regiones promotoras de los
genes PdigPMT en P. digitatum.

Se indican las secuencias analizadas para cada gen PdigPMT y se muestran los
siguientes elementos reguladores como caja TATA (en asterisco); caja GATA (triangulo
blanco); vy sitios de unidn a los factores Yap1lp (triangulo invertido negro); calcineurina
(rectangulo blanco); Stel2 (rectangulo rojo), AbaA (rectangulo negro); StuA (rectangulo
azul).

los genes PdigPMT1 y PdigPMT2, tendrian una regulacion génica similar (mayor

coincidencia en los elementos encontrados) y separada de PdigPMT4.

2.4. Analisis de las secuencias de las proteinas Pmt de P. digitatum

Las secuencias génicas de PdigPMTI1, PdigPMT2 y PdigPMT4 contienen
pautas abiertas de lectura (ORF) que codifican para proteinas de 937, 744 y 776
aminoacidos, respectivamente. Ademas, presentan las siguientes caracteristicas de
masa molecular y punto isoeléctrico: 104,69 kDa/7,76 para PdigPmtlp; 84,77
kDa/7,68 para PdigPmt2p; y 88,29 kDa/7,19 para PdigPmt4p. Se realizd un
alineamiento multiple mediante el programa DNAMAN para comparar las
secuencias aminoacidicas deducidas PdigPmtip, PdigPmt2p y PdigPmt4p con las
secuencias de proteinas Pmtp de sus respectivos homdlogos de hongos
filamentosos; incluyendo ademas a . cerevisiae. Este alineamiento permitio
reconocer la presencia de los dos dominios caracteristicos de la superfamilia de

manosiltransferasas de proteinas (ver también Introduccion). En la Figura 39 se
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muestra la zona altamente conservada del dominio PMT que esta implicado en la
actividad manosiltransferasa, y en donde se identifican los residuos conservados

entre los miembros Pmtp de distintas subfamilias y de diferentes hongos.

En la Figura 40 se muestra el dominio MIR formado por los subdominios A,
B y C implicado en la unidn a sustrato. En este alineamiento se ha observado que
dichos subdominios estan presentes en los homdlogos identificados en
P. digitatum. Se ha detectado que la localizacion de las zonas homdlogas de los
subdominios B y C estan desplazadas y ademas resultaron ser mas acotados a lo
descrito en la literatura (Girrbach et a/, 2000; Girrbach y Strahl, 2003). La
secuencia del tetrapéptido Leu-His-Ser-His en el subdominio A esta conservado en
las tres proteinas Pmtp, e inclusive en el subdominio B de PdigPmt2p. El residuo de
Cys en el subdominio B esta conservado tanto en PdigPmtip como en PdigPmt2p.
Existe una insercion de siete aminoacidos Tyr-Asp-Asp-Gly-Arg-Ile-Ser en el
subdominio A de PdigPmt4p similar a sus homdlogos en PA. chryosgenum,
A. nidulans, A. fumigatus. El alineamiento del dominio MIR también refleja que

existe una mayor divergencia en la secuencia de Pmt4p.

Pdig Pmtlp BLFRIYQPTSY €GIIASKMIKGKEE] ID\;HPP‘PV 114
Pchr Pmtlp RBLFRIYQPTSWY Gi N % K 114
Afum Pmtlp /) Y P 115
Anid Pmtlp 112
Bcin Pmtlp 106
Scer Pmtlp 107
Pdig Pmt2p 118
Pchr Pmt2p 118
Afum Pmt2p 135
Anid Pmt2p 116
Bcin Pmt2p 117
Scer Pmt2p 122
Pdig Pmtdp 100
Pchr Pmtdp 100
Afum Pmtdp 106
Anid Pmtdp 2 101
Bcin Pmtdp & G DVHP PIEKIBNP:N 107
Scer Pmtdp JEYKIWYPKEWYV. M DVHP Pt KNIVERE 110

Figura 39. Alineamiento del dominio PMT de las proteinas de P. digitatum y hongos
relacionados.

Se muestran las Pmtp de P. digitatum (Pdig), P. chrysogenum (Pchr), A. nidulans (Anid),
A. fumigatus (Afum); B. cinerea (Bcin) y S. cerevisiae (Scer). Notese los residuos
altamente conservados de Arg (R), Asp y Glu (DE).
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Se realizd una reconstruccion filogenética con las secuencias deducidas de
PdigPmt1p, PdigPmt2p y PdigPmt4p y las de sus homdlogos en P. chrysogenum y
otros hongos filamentosos como A. nidulans, A. fumigatus, B. cinerea, N. crassa,
M. grisea, y la levadura modelo S. cerevisiae. Las secuencias fueron alineadas con
el programa Clustal X2 y el analisis filogenético se realizd con el método de
Neighbor-Joining implementado en el programa MEGA 5.05. En la Figura 41, se
muestra el arbol filogenético obtenido y en donde se pudo confirmar que las
secuencias aminoacidicas deducidas en P. digitatum correspondian a un solo
miembro para cada subfamilia PMT (Figura 41), de forma similar a lo que ha sido
descrito en otros hongos filamentosos y en contraste con el caso de S. cerevisiae,
en donde la duplicacién génica ancestral en su genoma ha generado una
multiplicidad en muchos de sus genes y en el caso que nos ocupa la existencia de
seis genes PMT (Strahl-Bolsinger et al., 1999).
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PdigiPmtlp SLRHLNTQGGYiBsiJs|PHM NP HKIBEINN LENS
Pchr_Pmtlp MPHKIBEIN LENS
Afum_Pmtlp NVEILLENQ

Anid Pmtlp [LEJLAENQ

Bcin_ Pmtlp LENQ

Scer Pmtlp LELY

Pdig Pmt2p TLKNMGYGVGIIsSIEVOTEEFG. . . . . . IANIND

PchrAPthp TLKNMGYGGGIHMsRIEVOTYIEEG. . . . . . iDRNND

Afum Pmt2p TLKNMGYGGGIMERVOTYEDG. . . . . . .

Anid_Pmt2p TLKNMGYGGG ...... 1]"\& NI®)

Bcin Pmt2p TIKNMGYGGGIHMEREITOTYJREG. . ... . <DRNNI

Scer Pmt2p SIKNQALGGSINMEREITIOTYjRDG. . .. .. 1DENN|

Pdig_Pmt4p TMRHKDTKVF IFLRYDDGRI MPHNY

Pchr Pmt4p TMRHKDTKVF IELRYDDGRI MPHN)Y

Afum Pmt4p TIRHKDTKVE IRLRYDDGRI

Anid_Pmtdp TMRHKDTKVEF IXLRYDDGRI

Bcin Pmtdp QIKHKETHGY

ScerﬁPmt4p TIKHQDTDAF 'Y NEIZDIANN @)

Pdig Pmtlp . DWQYEVSAYGYEGFPGDANDLWR 469
PChrﬁPmtlp .DWQYEVSAYGYEGFPGDANDLWR 469
Afum Pmtlp El TDV . DWQFEVSAYGYEGFPGDANDLER 469
Anid_Pmtlp Pl TDV.DWQFEVSAYGYEGFPGDANDYWR 467
BciniPmtlp I-’l TEA.DWQNEVSAYGYEGFEGDANDFFR 462
Scer Pmtlp I3} SESSDWQKEVSCYGY SGFDGDANDDWY 444
Pdig_Pmt2p 4 I TKS.HH. .EVSSYGNITI . GDDKDHWK 454
Pchr Pmt2p I TKS.HH. .EVSSYGNITI.GDDKDHWK 454
Afum_Pthp [TKS.QY..EVSCYGNITI.GDEKDHWA 471
Anid Pmt2p TKN.HH. .EVSCYGNLTI . GDDKDHWK 452
BciniPthp TKA.DK. .EVSCYGNTTV.GDDKDHWT 414
Scer Pmt2p SKT.QW. . EVSGYGDNVV . GDNKDNWV 459
PdigﬁPmtélp FPT.NQEFTTVSQELADGERHNDTLFE 447
Pchr_ Pmtdp FPT .NQEFTTVSQELADGERHNDTLFE 447
Afum Pmtdp YPT .NQEFTTVSHELANGERHNDTLFE 454
Anid_Pmt4p YPT .NQEFTTVSHELADGKRHNDTLFE 449
Bcianmtﬁlp YPT .NQEFTTVSIEDALGERLNDTLFE 453
Scer Pmtdp YPT .NEEITTVTLEEGDGELYPETLFA 454
Pdig Pmtlp TCAKGGTLPNSV. .WY.IES 538
Pchr Pmtlp TCAKGGTLPNSV. .WY. IES 538
Afum_Pmtlp TCARGGTLPNSL. .WY.IES 538
Anid Pmtlp TCAKGASLPNSI. .WY.IES 536
Bcin_ Pmtlp TCAKGGTLPNSI. .WY.VEQ 531
Scer Pmtlp TCASSGRHDLTL. .WY . VEN 513
PdigﬁPthp TCTKENKPGDVYTHWN . VES 523
Pchr Pmt2p TCTKENKPSDVYTHWN . VES 523
Afum_Pmt2p TCVKENNPRDVYTHWN . VES 540
Anid Pmt2p TCVKENKPRDVYTHWN . IET 521
BciniPthP TCTKDNNPKDVYTHWN . VEA 483
Scer Pmt2p CMENPFKRDKRTWWN . IET 528
Pdig_Pmtdp NGNENILQSSNAWYVENIEN 514
Pchr Pmtdp NGNKNILQSSNMWYVENIEN 514
Afum Pmtdp NGNENILQTSNLWEVDTIES 521
Anid_Pmt4p AT NGNKNVLQSSNIWYVEAIES 516
Bcin_ Pmt4p o NGNENLAQSSNIWYVDEIPS 520
Scer Pmtdp RLEHVDTSVALWTHNDEM® NGNKKVIDPSNNWVVDEIVN 523

Figura 40. Alineamiento del dominio MIR de las proteinas Pmt deducidas de
P. digitatum con las de otros hongos.

Se indican los tres subdominios del dominio MIR, donde se resalta el subdominio A:
LHSHX5YPX,.oSX(Q/G)QQ(V/I)TXYX3DXNNX(W/F) en color verde, el subdominio B:
LXHX,TXsL(H/L)(S/T)HX4P en azul y el C: F(R/K)LXHXg(L/M)Xs(H/G)XzLXPXW(G/A)X,QXE
en rojo. Se muestran las zonas con una homologia del 100 % en negro, del 75 % en
rosa y del 50 % en celeste.
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ScerPmt2p
MgriPmt2p
NcraPmt2p

NcraPmt4p
MgriPmt4p

BcinPmt2p

BcinPmt4p

AfumPmt2p

100 PdigPmt4p
PchrPmt4p

AnidPmt2p

PchrPmt2p 7 100
PdigPmt2p

AnidPmt4p
AfumPmt4p

NcraPmt1p
ScerPmt5p

PdigPmtip ! BeinPmt1p
MgriPmt1p

Figura 41. Arbol filogenético de las proteinas deducidas Pmtlp, Pmt2p y Pmt4p de
P. digitatumy sus respectivos homoldgos en otros hongos.

Las secuencias homologas de A, chrysogenum (AM920435, AM920427, AM920436),
A. nidulans (XM_657273, XM_657617, XM_653971), A. fumigatus (XM_749868,
XM_745422, XM_742164), B. cinerea (BC1G_12913, BC1G_02981, BC1G_02548),
Magnaphorte grisea (XM_366878, XM_367265, XM_361982), N. crassa (XM_960450,
XM_951177, XM_958833) y S. cerevisiae [YDLO95W, YAL023C, YJR143C, YOR321W
(Pmt3p), YDLO93W (Pmt5p), YGR199W (Pmt6p)] fueron obtenidas de las bases de datos
de Broad Institute y NCBI. Este arbol fue creado con el programa Mega 5 utilizando el
algoritmo de Neighbour-Joining. Los porcentajes son valores bootstrap (relativos a
10000 repeticiones).
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En la Figura 42 se muestran esquematicamente la organizacion de los
dominios de las proteinas Pmtp deducidas en P. digitatum como resultado de su
comparacion con las familias de dominios de proteinas usando los programas
SMART (http://smart.embl-heidelberg.de) y Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk). Por
otro lado, también se identificaron los posibles sitios de N- y O-glicosilacion usando
los algoritmos de NetOGlyc v.3.1 (htpp://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) vy
NetNGlyc v.1.0 (htpp://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/), respectivamente. Se
detectaron dos, tres y cuatro regiones con residuos asparagina como potenciales
sitios de N-glicosilacién en las proteinas PdigPmtlp, PdigPmt2p y PdigPmt4p,
respectivamente, y sélo se encontraron cuatro posibles sitios de O-glicosilacion en
PdigPmt1p. Todas las proteinas de la familia PMT en S. cerevisiae presentan siete
dominios transmembrana en hélice o conservados y su topologia consiste en un
bucle hidrofilico central orientado al lumen del ER que estd flanqueado por cinco
dominios transmembrana amino-terminal y dos carboxi-terminal (ver

Introduccién). El analisis realizado con el programa TMHMM version 2.0

PdigPmt1p

W I-I—I ” I 937aa

PdigPmt2p

@ Dominios MIR

PdigPmt4p Regiones TM
N- glicosilacion
776 aa
— O-dlicosilacién
r—
200 aa

Figura 42. Organizacién de los dominios de la familia de proteinas Pmt deducidas en
P. digitatum.

Se indican los dos dominios caracteristicos PMT y MIR que estan conservados en los
homologos Pmtp. Se muestran las posibles regiones transmembranas (TM) y los posibles
sitios de N- y O-glicosilacion segln la presencia de residuos de asparagina y serina o
treonina, respectivamente.
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(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) (Krogh et al, 2001) predice diez
posibles segmentos transmembranas para PdigPmtlp y PdigPmt2p, y nueve para
PdigPmt4p. Seis dominios transmembranas estarian localizados en la region
N-terminal y el resto al extremo C-terminal, dando lugar a una distribucion tipica
de las proteinas Pmtp de S. cerevisiae a pesar de la diferencia en nimero de

dominios transmembrana.

2.5. Caracterizacion funcional de los genes PMT de P. digitatum en

S. cerevisiae

Con el objeto de demostrar la funcion PMT de los genes identificados en
P. digitatum, se realizaron ensayos de complementacion funcional en S, cerevisiae
(ver apartado 16.3 de Materiales y Métodos) usando el sistema de recombinacion
homologa /n vivo en el vector pGREG505 (Jansen et al., 2005). Este vector tiene el
promotor GAL1, el cual es inducido en presencia de galactosa y reprimido con
glucosa, y ademas permite la seleccion de las colonias recombinantes por
prototrofia en medio de cultivo carente de leucina (ver apartado 16.3 y Figura 12
de Materiales y Métodos). Partiendo de las secuencias conocidas de cDNA usadas
anteriormente para confirmar la ubicacion de los intrones en los genes PdigPMT se
disefiaron tres pares de oligonucledtidos: OJM258/0IM259 para PdigPMT1,
0JM260/0IM261 para PdigPMT2y 0IM262/0IM263 para PdigPMT4 (ver Tabla 10
de Materiales y Métodos), los cuales presentaron unas secuencias adicionales en
sus extremos (5°y 37) llamadas reci y rec2, complementarias al plasmido
pGREG505. En la Figura 43A, se ejemplifica la estrategia seguida para la obtencion
del plasmido recombinante pGREG505_PdigPMT2, en la cual se indica la
recombinacién homdloga esperada, a través de las secuencias complementarias en
las secuencias codificantes amplificadas PMT del hongo. Como se observa en la
Figura 43B se obtuvieron los amplicones de PCR esperados para cada gen PMT
que se clonaron /n vivo en el vector pGREG505 linearizado con Sal, desplazando
de esta manera el gen AI53 (Jansen et a/., 2005). Esto se hizo usando el protocolo
de transformacion de levaduras descrito en el apartado 16.1 de Materiales y

Métodos.
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pGEM-T_PdigPMT2_CDS
0IM260 >
PdigPMT2_CDS
1
0OJM261
PCR | —
1
v
recl PdigPMT2_CDS rec2
\\ \ Pt
AN Recombinacién in vivo ’I,’
[ = ,z’:
LEREN % ;3 1
PGAL1 — recl J- HIS3 J- rec2 — TCYC1
[ —— —J

M1 23 4567 829

LU

Figura 43. Andlisis funcional de los genes PMT de P. digitatum en levaduras.

A) Esquema del vector generado en pGEM-T con la secuencia codificante del gen
PdigPMT2 (rectangulo rojo) (panel superior) y la integracion del producto amplificado
con 0JM260/0IM261 en el vector pGREG505 quedando bajo la induccion del promotor
GAL1 (flecha gris) (panel central). Se indican los pares de oligonucleédtidos disefiados
para la recombinacién homdloga /n vivo en levaduras y en color verde se resaltan las
secuencias complementarias al vector. B) Amplificaciéon por PCR de las secuencias
codificantes para PdigPMT1, PdigPMT2 vy PdigPMT4 con los oligonucledtidos
0JM258/0JM259 (lineas 1-2, 2,81 kb), 0OIM260/0IM261 (lineas 4-5, 2,23 kb) y
0IM262/0IM263 (lineas 7-8, 2,33 kb), respectivamente, y lineas 3, 6, 9: controles
negativos. Gel de agarosa 0,8 % en tampdn TAE 1x. M: Marcador de peso molecular 1
kb DNA.

Los plasmidos recombinantes pGREG505_APdigPMT1, pGREG505_ PdigPMT2
y pGREG505_PdigPMT4 se confirmaron por secuenciacion y, junto con el plasmido
sin inserto (pGREG505) como control, se introdujeron en las cepas Apmt1, Apmt2,
Apmt3, Apmt4, Apmt5, Apmt6'y en la cepa parental (BY4741) siguiendo la misma

metodologia usada anteriormente (ver apartado 16.1 de Materiales y Métodos). Se
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confirmé por PCR la presencia de los genes PMT de P, digitatum en las colonias
prototrofas obtenidas con el fondo genético de cada cepa deletante PMT de
levadura y se selecciond una de ellas para los estudios fenotipicos que se

describen a continuacion.

La existencia de complementacion funcional de los genes PMT de
P. digitatum introducidos en las cepas deletantes de levaduras se determind
mediante un ensayo de sensibilidad a CFW, basado en la mayor sensibilidad que
presentan los mutantes en genes de O-glicosilacién de proteinas, como ya se ha
ejemplificado con Apmt2 de S. cerevisiae (Figura 18). Es importante aclarar que,
desgraciadamente, ninguna de las otras cepas deletantes Apmt de S. cerevisiae
mostré una sensibilidad incrementada y reproducible a CFW bajo nuestras
condiciones experimentales de cultivo en medio sintético e induccion con
galactosa. Por ello, se estudid sélo el fenotipo de las cepas recombinantes
obtenidas con el fondo genético de Apmt2 y BY4741. Las cepas transformantes se
crecieron 24 h en condiciones de represion SC (-Leu +Glu) y luego se incubaron
durante distintos tiempos (3-24 h) en medio de induccién SC (-Leu +Gal). Se
realizaron dos ensayos independientes y dos réplicas técnicas en cada uno. Se
comprobd que el crecimiento era lento en medio con galactosa como Unica fuente
de carbono; por ello el experimento se realizé y fue positivo al cabo de 9 h de
induccién (Figura 44). Se observé que el fenotipo de hipersensibilidad a CFW de la
cepa deletante Apmt2, se perdid sOlo en la cepa transformante
Apmt2_pGREGPdigPMT2 y Unicamente después de la induccion del promotor
GAL1, y no en los controles correspondientes (Figura 44). Estos datos demuestran
que PdigPMT2 complementa funcionalmente a Apmi2 de S. cerevisiae. Por el
contrario, las cepas Apmt2 transformadas con los vectores pGREGPdigPMTI y
pGREGPdigPMT4 tuvieron fenotipos idénticos a la cepa control con el plasmido
vacio (Apmt2 pGREG505), indicando que PdigPMT1 vy PdigPMT4 no
complementaron funcionalmente al Apm¢2 de levadura. Ademas, se comprobd que
en las células transformantes crecidas en medio con glucosa no se activa el
promotor GAL1, por lo cual no hubo cambios en la sensibilidad frente a CFW

(Figura 44). Estos resultados demuestran que PdigPMT2 de P. digitatum
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SC (-Leu) SC (-Leu) SC (-Leu)
+Glu +Glu + CFW + Gal + CFW
. y e s o

BY4741 (pGREG505)
BY4741 (\GREGPdigPMT1)
BY4741 (\GREGPdigPMT2)
BY4741 (bGREGPdigPMT4)
Apmt2 (pGREG505)

Apmt2 (PGREGPdigPMT1)
Apmt2 (pGREGPdigPMT?2)
Apmt2 (pGREGPdigPMT4)

Figura 44. Complementacion de la delecion del gen PMT2 en S, cerevisiae con los
genes PMT de P. digitatum.

Las células de levadura fueron crecidas 9 h a 30 °C en medio liquido SC-Leu con glucosa
0 galactosa. Se aplicaron 5 uL de diluciones seriadas 1/10 de estos cultivos DOgq 0,1
sobre placas con medio SC-Leu conteniendo glucosa o galactosa; en presencia o
ausencia de CFW 12,5 pg/mL. Las placas se incubaron a 30 °C durante 3 dias. Nétese la
sensibilidad del fenotipo Apmt2 a CFW en condiciones de represion del promotor GAL1
(glucosa) y como en presencia de galactosa (induccién) se pierde con PdigPMT2.

complementa funcionalmente el fenotipo de crecimiento de Apmt2 de

S. cerevisiae.

2.6. Estudio de los cambios de expresion de los genes PMT durante el

crecimiento axénico de P. digitatum

2.6.1. Expresion de la familia génica PMT en P. digitatum durante el

crecimiento

Con el objeto de caracterizar la funcion de los genes PMT en el hongo
P. digitatum, hemos analizado primero la expresion génica de PdigPMT1, PdigPMT2
y PdigPMT4 usando qRT-PCR cuantitativa bajo distintas condiciones de crecimiento
del hongo y durante la infeccion sobre frutos citricos. Para ello, se disefiaron
oligonucledtidos especificos que amplifican dentro de la regién codificante para
cada uno de los genes PMT (ver Tabla 7 de Materiales y Métodos). Se optimizaron
las condiciones de amplificacién para cada uno de los pares de oligonucledtidos
disefiados y se evalud su eficiencia a través de qRT-PCR en diluciones seriadas de

muestras de cDNA del hongo. En la Figura 45, se ejemplifican dos curvas estandar
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obtenidas en funcién de los valores Ct detectados para cada dilucion de cDNA
usando los pares de oligonucledtidos OIJM115/0IJM116 para el gen PdigPMT1
(Figura 45A) y OJM151/0IJM152 para el gen de referencia L18 (Figura 45B). Asi se
obtuvieron las eficiencias de 1,70 para PdigPMT71, 1,88 (0IJM91/0IM92) para
PdigPMT2, y 1,73 (0IM93/0IM94) para PdigPMT4. Ademas, se calculd la eficiencia
de los tres genes de expresidn constitutiva usados como referencias, obteniéndose
1,95 para la proteina ribosomal L18 (Gonzalez-Candelas et a/., 2010; Gandia et a/,,
2012), 2,05 (OIM85/0IM86) para el gen B-tubulina (Sanzani et al., 2009), y 1,87
(0IM74/0IM75) para la pequefia subunidad del RNA ribosomal r18S (Nair et al.,
2009).

En primer lugar, decidimos comparar el nivel de expresion de cada uno de
los tres genes PMT entre si. Para ello, se crearon tres curvas de regresion a partir
de las amplificaciones obtenidas con cada pareja de oligonucledtidos especificos
sobre diluciones seriadas de moles equivalentes y conocidos de los plasmidos
individuales portadores de las secuencias parciales de cada gen PMT (pGEM-
T_pmtl_EH43, pGEM-T_pmt2_EH2 y pGEM-T_pmt4_EH39). En la Figura 46A, se
muestran las curvas de regresidn que se obtuvieron para cada uno de ellos.

Posteriormente, se utilizaron estas curvas para calcular la cantidad de moles

32 22
y =-3,212x + 32,94 y =-3,587x +23,12
~ R2=0,9983 20 R2=0,9997

30 i —
\ Eficiencia: 1,70 Eficiencia: 1,95

28 \ 18

26 16

P -
o \‘\ 5]

24 14

e
22 12
PMT1 L18
20 ‘ ; . ; 10 ; ‘ ‘
05 10 15 20 25 30 05 1.0 1.5 2.0 25
Log cDNA Log cDNA

Figura 45. Curvas de calibracion obtenidas por gRT-PCR para el gen PdigPMT1 de
P. digitatum (A) y para el gen de referencia L18 (B).

Se muestran los valores Ct promedios de tres repeticiones obtenidos en diluciones
seriadas de una mezcla de muestras de cDNA.
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Figura 46. Cuantificacion absoluta de la expresion de los genes PMT de P. digitatum.

A) Curvas estandar con los valores Ct obtenidos por gqRT-PCR de diluciones seriadas de

cantidades equimolares de cada plasmidos pGEM-T_pmt. B) Expresion relativa de los

genes PdigPMT en medio liquido PDB (2 dias) refiriendo los valores Ct a cantidades

molares de cDNA (A) y relativizandolas al gen de menor expresion PdigPMT4 (*).
equivalentes de cada cDNA presentes en distintas muestras experimentales. Asi, se
identificé que PdigPMT4 es el gen que menos se expresa en el hongo crecido en
medio liquido (PDB) durante 48 h, por lo que se usd su expresion para relativizar la
de los otros dos genes. PdigPMT1 presentd el valor de mayor expresién génica,
siendo 20 veces superior a lo detectado con PdigPMT4. En cambio, el nivel de
expresion detectado con el gen PdigPMT2 en la misma muestra de cDNA fue dos

veces superior a lo obtenido con PdigPMT4 (Figura 46B).

Posteriormente, se determind la concentracion relativa de mRNA de cada
gen PMT durante el crecimiento vegetativo /n vitro del hongo en medio de cultivo
liquido PDB. Es importante aclarar que en estos experimentos solo se utilizaron dos
genes de referencia (tubulina y L18) para determinar la expresion relativa de los
tres genes PMT mediante el programa REST (Pfaffl et a/., 2002). Las variaciones de
expresion génica se analizaron desde el primer hasta el sexto dia de crecimiento, y
la significacion estadistica se determind simultaneamente para todos los tiempos
con respecto al dia 1 tomado como tratamiento control. Como se observa en la
Figura 47, la expresion relativa de los tres genes PMT no varia de forma
importante. PdigPMT1 presenta una leve disminucion de su mRNA en tiempos de

crecimiento mas tardios, mientras que los niveles de mRNA de los otros dos PMT
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aumentan ligeramente, siendo este aumento estadisticamente significativo para
PdigPMT2 a los 3 dias y para PdigPMT4 a los tres y seis dias. Estos datos
demuestran que los genes PMT se expresan durante el desarrollo vegetativo en
cultivo sumergido, y que PdigPMT2 es el gen que alcanza mayor induccién relativa
(a los 3 dias de iniciado el cultivo). Es muy importante aclarar, sin embargo, que la
muestra de 2 dias de este experimento es la analizada en la Figura 46 y que por
tanto, y a pesar de no presentar cambios significativos de expresion, PdigPMT1 es
el gen cuyo mRNA se acumula en mayor cantidad en estos experimentos

(10-20 veces superior a los otros dos).

También fueron analizados los patrones de expresién relativa de cada uno
de los genes PMT durante el crecimiento y esporulacion del hongo en medio sélido
PDA. En este caso, existié una induccion de los tres genes, que se caracterizo por
un incremento en los niveles de mRNA con el tiempo (Figura 48). Durante el
crecimiento en medio PDA, los mRNA de PdigPMT1, PdigPMT2 y PdigPMT4 se

2.5

2.0

1.5

Expresion relativa

1.0

0.5 -

0.0

123686 123686 1236 Dias

PMT1 PMT2 PMT4

Figura 47. Expresion relativa de los genes PMT de P. digitatum durante el crecimiento
en medio liquido PDB mediante qRT-PCR.

Los valores de expresion fueron normalizados al 1° dia de crecimiento en medio PDB y
se utilizaron dos genes de referencia tubulina y L18. Se indican las diferencias
estadisticamente significativas a la condicién control (1° dia) en asterisco (p< 0,05).
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fueron acumulando y este aumento fue coincidente con la produccién de conidios
del hongo. PdigPMT2 fue el gen que mostrd la mayor induccién bajo las
condiciones de este ensayo. Estos resultados indican que los genes PMT se
expresan durante el crecimiento en medio PDA y su induccidén coincide con la

esporulacion de P, digitatum.

Posteriormente, se evalud el efecto del estrés osmoético y oxidativo sobre
los niveles de expresion de los tres genes PMT7. Como se observa en la Figura 49,
en este caso si que hubo un comportamiento diferencial claro entre los tres genes.
Los niveles de expresion de PdigPMT2 y PdigPMT4 se incrementaron cuando el
hongo fue crecido tanto en presencia de H,0, como de sorbitol. Mientras que los
transcritos de PdigPMT1 disminuyeron significativamente en el hongo crecido bajo
las dos condiciones de estrés analizadas con respecto a lo detectado en la

condicién control (sélo medio PDA, 3 dias). El incremento de expresion de
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Figura 48. A) Expresion relativa de los genes PMT de P. digitatum durante el
crecimiento en medio sélido PDA mediante gRT-PCR.

Los valores de expresion fueron normalizados al 2° dia de crecimiento en medio PDA y
se utilizaron dos genes de referencia tubulina y L18. Se indican las diferencias
estadisticamente significativas a la condicién control (2° dia) en asterisco (p< 0,05). B)
Crecimiento de P. digitatum en placas de medio PDA a los 2, 4 y 7 dias. Se indican los
niveles de esporulacion obtenidos en cada dia de crecimiento.

138



Resultados

2.5 o
o | *
2 2.0 -
il
T *
)
S
c 1.5
0
o
o
S PIX0 N IS . [ I L B W
g .
i
*
0.5 - Koz NS L
0.0
C H S C H S C H S
PMT1 PMT2 PMT4

Figura 49. Expresion relativa de los genes PMT de P. digitatum durante el crecimiento
en medio PDA bajo condiciones de estrés oxidativo y osmotico mediante qRT-PCR.

Los valores de expresion fueron obtenidos al 3° dia de crecimiento a 24 °C en placas
con medio PDA (C) y suplementado con 1 mM de H,0, (H) y 1,2 M de sorbitol (S). Se
normalizaron a la condicién control (C) y se utilizaron dos genes de referencia tubulina y
L18. Se indican las diferencias estadisticamente significativas a la condiciéon control
(PDA) en asterisco (p< 0,05).

PdigPMT2 bajo estrés oxidativo mostré diferencias significativas en relacion al
control. Por otro lado, la induccidn de PdigPMT2y PdigPMT4 en el cultivo crecido
bajo estrés osmodtico fue estadisticamente significativa, siendo PdigPMT2 el de
mayor induccion. Estos datos sugieren que el estrés osmético y oxidativo inducen
la expresion de los genes PdigPMT2 y PdigPMT4, mientras que influyen
negativamente en la expresion de PdigPMT1. Nuestros datos vinculan la expresion
de los genes PMT en respuesta a la produccion de especies reactivas de oxigeno,
las cuales han sido relacionadas con respuestas de defensa en los frutos afectados

por este hongo (Macarisin et al., 2007).
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2.6.2. Expresion de los genes PMT en el hongo P. digitatum expuesto al
péptido PAF26

También se analizd el efecto de la exposicion al péptido PAF26 sobre la
expresion génica de la familia PMT en P. digitatum. Se analizaron los cambios de
expresion génica con el tiempo (10 a 240 min) de un cultivo sumergido del hongo
tratado con tres concentraciones de péptido: 1) una concentracion sub-inhibitoria
que no afecta significativamente el crecimiento de micelio (0,5 uM), 2) una
concentracion proxima a la que inhibe el crecimiento al 50 % (2 uM), y 3) una
completamente inhibitoria (MIC) y que ademas es fungicida tras exposicion

prolongada (8 uM).

En la Figura 50 se muestran los resultados obtenidos con este
experimento. En general, los niveles de transcritos fueron fuertemente reprimidos
en todas las condiciones ensayadas, siendo este efecto mayor a mayor
concentracion de péptido y tiempo de exposicion, con la Unica excepcion de la
concentraciéon de 0,5 uM de PAF26 durante 10 minutos donde hubo una ligera
induccién de PdigPMT1 con respecto a la condicién control sin péptido aunque no
resultd estadisticamente significativa. La represion de PdigPMT2 'y PdigPMT4 fue
mas pronunciada en los tiempos prolongados de exposicidén (30-240 min) e incluso
en aquellas muestras tratadas con PAF26 a concentraciones inhibitorias (2 y 8 uM),
en las cuales hubo diferencias significativas en la reduccién de los transcritos
detectados con respecto al control sin péptido. Estos resultados en su conjunto
demuestran que la expresidn de los tres genes PMT en el hongo P. digitatum es
regulada negativamente por la exposicion al péptido antifingico, incluso a
concentraciones sub-micromolares que no tienen un efecto visible sobre el

crecimiento flngico.
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Figura 50. Expresion relativa de los genes PMT en cultivos sumergidos de
P. digitatum expuestos al péptido PAF26 mediante qRT-PCR.

El hongo crecido en medio PDB al 20 % durante 72 h fue tratado con tres
concentraciones de PAF26 (0,5-8 uM) durante cuatro tiempos (10-240 min). Los
valores de expresion fueron normalizados a la condicion control (sin péptido) para
cada tiempo evaluado, y utilizando dos genes de referencia tubulina y L18. Se indican
las diferencias estadisticamente significativas a cada condicion control en asterisco
(p< 0,05).
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2.6.3. Analisis de los cambios de expresion génica de los genes PMT de

P. digitatum durante la infeccion sobre frutos citricos

Finalmente, se determind la expresion de la familia PMT de P. digitatum
durante el progreso de la infeccion sobre frutos citricos en bioensayos de
inoculacion controlada. Estos ensayos fueron realizados durante dos campafias
consecutivas de recoleccion de fruta, en los inviernos 2010/2011 y 2011/2012, y
siguiendo metodologias previamente puestas a punto en nuestro grupo de
postcosecha (Gonzalez-Candelas et a/,, 2010; Gandia et a/.,, 2012) (ver apartado 7
de Materiales y Métodos). Se constatd que los tres genes PMT se expresaron
relativamente poco durante la infeccion. Por ejemplo, en algunos experimentos en
los que se tomaron muestras a 1, 2, y 3 dias después de la infeccion sdlo se
detectd expresion en el Ultimo tiempo analizado. En la Figura 51 se muestran los
resultados obtenidos en dos ensayos independientes realizados en la campaia
2011/2012 sobre naranjas de variedad Navelina. Los Ct obtenidos por qRT-PCR en
las muestras de cDNA fueron normalizados en funcién de los datos detectados
para tres genes constitutivos (L18; B-Tubulina y la subunidad ribosomal r18s). No
se detectd ningun transcrito de los tres genes PMT en estadios tempranos de
infeccién (1 dia) (datos no mostrados). A partir del dia 2 se detectaron cantidades
muy bajas de mRNA (valores de Ct préximos al valor umbral de 35), y que
generalmente fueron en aumento durante el avance de la infeccién hasta el dia
final del experimento (7 dpi) (Figura 51A). La Figura 51 también ilustra la
variabilidad entre ensayos, ejemplificando que esta tendencia al aumento de la
expresion fue menos clara en el caso del gen PdigPMT1, y mas acusada y
estadisticamente significativa para el gen PdigPMT2. En los dos ensayos
representados, PdigPMT2 alcanzd su maximo valor de expresion al 7 dpi,
mostrando diferencias significativas con respecto a la condicién control (2 dpi) y

que superd en 5 y 10 veces en cada uno de los ensayos evaluados (Figura 51A -B).

Por otro lado, los transcritos detectados para PdigPMT4 se incrementaron
levemente con el tiempo, logrando alcanzar un aumento que de 1,7 a 2,3 veces
superior a lo observado con la condicion control (2 dpi) al 4 dpi y 7 dpi del avance

de la infeccidon. Como se observa en la Figura 51C, la esporulacion sobre los frutos
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empieza entre los dias 4 y 5 después de la inoculacién, para esta concentraciéon de
indculo. Por tanto los datos de induccién de expresion, y en particular los de
PdigPMT2, serian coincidentes con la esporulacion sobre el fruto, de forma similar
a lo que ocurre durante el crecimiento del hongo en medio PDA (Figura 48). Los
resultados permiten concluir que los tres genes PMT de P. digitatum se expresan

durante el progreso de infeccidn sobre frutos de naranjas y PdigPMT2 es el que

Expresion relativa

2 dpi 4 dpi 5 dpi 7 dpi

Figura 51. Expresion relativa de los genes PMT de P. digitatum durante el progreso de
la infeccién sobre frutos de naranjas mediante qRT-PCR.

Se muestran los valores de expresion relativa para dos experimentos independientes de
inoculacion controlada con el hongo (A y B). En ambos casos, los datos se normalizaron
al 20 dia post-inoculacion y se utilizaron tres genes de referencia tubulina, L18 y r18S.
Se indican las diferencias estadisticamente significativas a la condicion control (2 dpi) en
asterisco (p< 0,05). C) Fotografias representativas de frutos infectados con el hongo a
los 2, 4, 5y 7 dpi. Notese el incremento de la esporulacion del hongo con el tiempo.

143



Resultados

presenta una mayor induccion génica en los estadios mas tardios de colonizacion

fungica, que se correlacionaron con la esporulacion sobre los frutos de naranjas.

3. Caracterizacion funcional del gen PMT2 de Penicillium digitatum

Se ha demostrado que los genes PMT determinan la sensibilidad al péptido
PAF26 en S, cerevisiae y que en P. digitatum se reprimen por la exposicion al
péptido e inducen durante la infeccién de frutos citricos. Por todo ello, se considero
relevante profundizar en su caracterizacién funcional en PA. digitatum. Se ha
abordado la obtencidon de cepas transformantes con disrupcidn y expresion
constitutiva de genes PMT de P. digitatum usando el sistema de transformacion
mediado por Agrobacterium tumefaciens, el cual ha tenido que ser puesto a punto
y optimizado. Posteriormente, se ha caracterizado molecularmente los
transformantes resultantes y evaluado la implicacion del gen PdigPMT2 en el
crecimiento, morfologia y esporulacién de A. digitatum asi como su participaciéon
durante la infeccion de frutos citricos y la respuesta a compuestos antifingicos,

incluyendo el péptido PAF26.

3.1. Obtencion de los transformantes de los genes PMT en P. digitatum

Para realizar el analisis funcional de los genes PMT en P. digitatum se
utilizé la transformacion mediada por A. tumefaciens (ATMT). Para ello, en primer
lugar fue necesaria la obtencion de vectores binarios que portaran las
construcciones necesarias para la disrupcion y la expresion constitutiva de cada
gen PMT. Para la disrupcion de los genes PMT en P. digitatum se utilizo el vector
pGKO2 (ver Figura 14 de Materiales y Métodos) (Khang et a/., 2005; Khang et al.,
2007). El vector binario pBHt2 (Mullins et al, 2001) fue usado para la expresion

constitutiva de los genes PMT (ver Figura 15 de Materiales y Métodos).
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Tabla 19. Relacion entre secuencias homodlogas y no homodlogas para la construccion
del casete de disrupcién por PCR Fusion con los tres genes PMT de P. digitatum.

Vector HS_5' HS_3' HS NHS HS/NHS Clonado con
pGKO2_Pmt1 1011 pb 1006 pb 2017 1417 1,42 Hind111/Sall
0JM187/0IM215 0JM216/0JM188
pGKO2_Pmt2 776 pb 762 pb 1538 1417 1,09 XballSall
0JM189/0IM217 0JM218/0IM190
pGKO2_Pmt4 818 pb 1278 pb 2096 1417 1,48 Hind111/ Spel

0JM207/0IM208 0JM209/0IM210

HS. Secuencias homdlogas provenientes de las regiones 5” y 3" de cada gen PMT.
NHS. Secuencias no homdlogas correspondientes al casete de higromicina.

Para generar las construcciones para la disrupcion de cada gen PMT se
siguid la estrategia de PCR de fusidn (ver Figura 13 de Materiales y Métodos). Si
bien en este apartado se describen detalladamente los resultados obtenidos para el
gen PdigPMT2, es importante recalcar que se utilizéd el mismo procedimiento para
la construccion de los disruptos en PdigPMT1 y PdigPMT4. En la Tabla 19, se
resumen datos basicos sobre las construcciones de disrupcién para cada gen PMT.
Como se muestra en el esquema de la Figura 52A, se disenaron 6 oligonucledtidos
de los cuales 4 de ellos fueron disefiados para amplificar el gen PdigPMT2 y los
otros 2 para el casete de higromicina (Tabla 11 de Materiales y Métodos). Los tres
productos de PCR se amplificaron por separado y correspondieron a: (I)
extremo 5 "del gen PMT2 (776 pb), (II) el casete de higromicina (1,4 kb), y (III)
extremo 3°del gen PMT2 (762 pb), (Figura 52B, lineas I-III y Tabla 19). Los
oligonucledtidos centrales 0JM217 y 0JM218 presentan secuencias
complementarias de OJM197 y 0OJIM198 para permitir la fusion de los tres
productos independientes en la PCR de fusién final, en la cual se obtuvo un
producto de 2,8 kb (Figura 52B, linea IV). Esta construccion se clond en el vector
pGEM-T generando el plasmido pGEM_Pmt2_Hyg (Figura 528, linea C). El inserto
resultante de la doble digestion de este plasmido con las endonucleasas Xbal y
Sal se clon6 en el vector pGKO2. El vector generado (pGKO2_Pmt2) fue

introducido en la cepa AGL1 de A. tumefaciens.
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Figura 52. Construccion del casete para la disrupcion del gen PdigPMT2 de
P. digitatum.

A) Esquema de la estrategia de PCR de Fusion usada para la disrupcion génica. Se
indican los pares de oligonucledtidos usados para la obtencidn por PCR de tres
fragmentos individuales (I, II y III) y al final se muestra el producto final fusionado (IV).
B) Amplificacion por PCR de la region 5 de PdigPMT2 con 0IM189/0IM217 (linea I); del
casete de higromicina con 0IJM197/0JM198 (linea II); de la regiéon 3 de PdigPMT2 con
0JM190/0IM218 (linea III); la fusion de los tres fragmentos independientes con
0JM189/0JM190 (linea 1V) y clon positivo (pGEM-T_pmt2_Hyg) con 0JM189/0IM190
(linea C). Gel de agarosa 0,8 % en tampon TAE 1x. M: marcador de peso molecular 1 kb
DNA.

Para la obtencién de las construcciones de expresion constitutiva de los
genes PMT en P. digitatum se pusieron las secuencias génicas completas de los
tres genes PdigPMT1, PdigPMT2y PdigPMT4 (amplificadas desde DNA gendmico)
bajo el promotor del gen gpdA de A. nidulans en el vector binario pBHt2 (ver
apartado 17.2 de Materiales y Métodos). Los amplicones de los genes completos
PdigPMT1, PdigPMT2y PdigPMT4 correspondientes a 3036 pb, 2434 pb y 2486 pb,
respectivamente, se clonaron primero en pGEM-T, y subsecuentemente en el sitio
romo Smal de pBHt2_PgpdA. Como anteriormente, solo se muestran en detalle los
resultados obtenidos con el gen PdigPMT2 (Figura 53). De nuevo, los plasmidos
resultantes fueron introducidos en AGL1 y usados para la transformacién de
conidios de P. digitatum via ATMT.

146



Resultados

M1 2 3 4

3,7 kb

Figura 53. Construccion para la expresion constitutiva del gen PdigPMT2 bajo el
promotor gpdA.

Se muestra la amplificacion por PCR con los oligonucledtidos (0JM195/190) de la
construccion creada en el vector pBHt2. M: marcador de peso molecular 1 kb DNA,
lineas 1-3: tres clones positivos pBHt2_Pmt2 y linea 4: control negativo. Gel de agarosa
0,7 %, en tampon TAE 1x.

En la Tabla 20, se muestra un resumen de los experimentos que fueron
llevados a cabo para la busqueda de disruptos de los genes PMT en P. digitatum
siguiendo el protocolo de transformacion ATMT puesto a punto y detallado en el
apartado 17.3 de Materiales y Métodos. Se realizaron 5 experimentos
independientes para cada gen PMT en pGKO2. Los datos obtenidos en dichos
ensayos, permitieron determinar que 3 dias de co-cultivo entre Agrobacterium y
conidios del hongo, y el uso de 1 x 107 conidios/mL resultaron en un aumento (2X)
en el nimero de transformantes obtenidos con respecto a las alternativas
ensayadas (ver mas adelante). Se obtuvieron un total de 574 y 596 transformantes
Hyg? para pGKO2_Pmtl y pGKO2_Pmt4, respectivamente; siendo ~15 % de los
mismos positivos durante la seleccién negativa con F2dU 10 uM (Tabla 20).
Lamentablemente, cuando dichos transformantes resistentes a Hyg/F2dU fueron
analizados por PCR, no presentaron la recombinacién homologa deseada, por lo
que la frecuencia de falsos positivos (FP) en ambos casos fue del 100%. En
relacion a esto, Kang y colaboradores demostraron que la mayoria de FP se deben
a integraciones ectdpicas de secuencias truncadas en el borde del T-DNA que
afectan al HSVtk, e impiden su expresion correcta y por consiguiente generan

escapes en F2dU (Khang et al, 2005). Los resultados negativos de los tres
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Tabla 20. Resumen de los ensayos realizados para la obtencion de los disruptos en
los tres genes PMT de P. digitatum.

Vector Exptos Hyg(ug/ml) R-Hyg R-F2dU R-Hyg/R-2FdU KO
pGKO2_Pmt1 Expl 13 28 16 0,57 0
Exp2 13 35 8 0,23 0
Exp3 13 127 18 0,14 0
Exp4 50 192 22 0,12 0
Exp5 50 192 20 0,10 0
Totales 574 84 0,15 0
pGKO2_Pmt2 Exp1 13 0 0 0,00 0
Exp2 13 28 0 0,00 0
Exp3 13 52 5 0,09 1
Exp4 50 66 7 0,11 0
Exp5 50 6 0 0,00 0
Totales 152 12 0,08 1
pGKO2_Pmt4 Exp1 13 18 3 0,17 0
Exp2 13 50 9 0,18 0
Exp3 13 144 15 0,10 0
Exp4 50 192 45 0,23 0
Exp5 50 192 21 0,11 0
Totales 596 93 0,16 0

R-Hyg. Nimero de transformantes resistentes a higromicina.
R-F2dU. Numero de transformantes resistentes a F2dU (10 mM).

experimentos iniciales (Tabla 20), hicieron que aumentaramos la concentracién de
seleccién de Hyg hasta 50 pg/mL. El nimero de transformantes Hyg® no cambid

sustancialmente, pero los resultados continuaron siendo negativos.

Por razones desconocidas, los resultados con pGKO2_Pmt2 fueron
cualitativamente diferentes. No se obtuvo ningun transformante Hyg® en el primer
ensayo de ATMT realizado. Al obtener este resultado, y en base a que existen
estudios en los cuales se ha demostrado que en ciertos hongos filamentosos como
por ejemplo en A. fumigatus es un gen esencial (Fang et al., 2010), llegamos a
pensar que el disrupto PM72 en P. digitatum pudiera ser letal. Por otro lado,
también hay investigaciones que han comprobado que los deletantes en genes
PMT tienen su pared celular con una estructura o composicion andémala y
debilitada. Por todo lo expuesto, decidimos en los siguientes experimentos
incorporar como estabilizador osmético sorbitol 1 M en las placas de seleccion
(PDA + Hyg + Cef + Mox). En estas condiciones, se obtuvieron cepas resistentes,

pero de nuevo en nimero inferior y por tanto con un resultado cualitativamente
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diferente al de los dos genes anteriores. En la Tabla 20, se puede observar que
siguiendo esta estrategia se obtuvieron menos transformantes Hyg® B (152), de los
cuales sélo 12 (8 %) fueron capaces de crecer en F2dU. El analisis por PCR de los
mismos permitid identificar al transformante PDEH515 (APdigPmt2) que presentd
la recombinacion homologa esperada, y cuya caracterizacion molecular se explicara
con mas detalle en el siguiente apartado. Este transformante Unico se obtuvo en el
experimento nimero 3, y a pesar de que se hicieron dos experimentos adicionales
en condiciones paralelas para tratar de obtener transformantes independientes,

ello no fue posible.

En la Tabla 21 se muestran los resultados obtenidos en los experimentos
realizados para la expresion constitutiva de los tres genes PMT usando el vector
binario pBHt2. En este caso, mas sencillo desde el punto de vista mecanistico ya
que sblo se requiere una insercion ectdpica en cualquier locus del genoma, no
hubo problema en la obtencion de transformantes. Al analizar los datos se puede
constatar que, de nuevo, el aumento del tiempo de co-cultivo a 3 dias incrementa
el nimero de transformantes obtenidos. Por otro lado, al modificar la relacion
entre UFC de bacteria y hongo (cambiando la concentracién de conidios/mL),

claramente la eficiencia de transformacion se incrementd aproximadamente en dos

Tabla 21. Resumen de los transformantes obtenidos para la expresion
constitutiva de los tres genes PMT de P. digitatum.

Namero

Vector binario DOg” PHI26" Tiempo co-cultivo® total
pBHt2_Pmt1 0,55 1.00E+06 2 1
1.00E+07 2 4
1.00E+06 3 7
1.00E+07 3 8
pBHt2_Pmt2 0,52 1.00E+06 3 6
1.00E+07 3 15
pBHt2_Pmt4 0,56 1.00E+07 3 10
1.00E+08 3 11

a. Densidad optica de la cepa AGL1 portadora de cada vector binario.
b. Concentracion de conidios/mL usada en cada experimento.
C. NUmero de dias de duracion del tiempo de co-cultivo en cada experimento.
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veces al utilizar una concentracién de 107 conidios/mL. Sin embargo, al variar la
concentracion de 107 a 10® conidios/mL no se aumentd el ndmero de
transformantes obtenidos al usar pBHt2_Pmt4. Estos resultados confirman que el
tiempo de co-cultivo de 3 dias y la concentracién de conidios 10’ UFC/mL
resultaron en una mayor eficiencia para la obtencion de transformantes via ATMT

en P. digitatum siguiendo el protocolo descrito en esta tesis.

3.2. Caracterizacion molecular de los transformantes PdigPMT2

obtenidos

La disrupcién de PdigPMT2 se confirmé a través de la amplificacién por
PCR con 6 distintas combinaciones de oligonucleétidos usando como molde el DNA
genomico de dos transformantes: PDEH515 que es el mutante nulo de disrupcién,
y PDEH540 que contiene una insercion ectdpica de la construccion, procede del
mismo experimento de transformacion y sera utilizado en todo este trabajo como
un control interno negativo. En la Figura 54A, se muestra el mapa de restriccion
del disrupto (APdigPmt2), la cepa silvestre (PHI26), y el T-DNA contenido en el
plasmido correspondiente (pGKO2_Pmt2). En la primera PCR confirmatoria, se usé
el par de oligonucleétidos 0IJM287/0IM344 (Tabla 11) que se localizaron fuera de
las regiones 5°y 3" del gen utilizadas para la construccion. Como se muestra en la
Figura 54B, se obtuvo un fragmento amplificado de 4,0 kb en el transformante
PDEH515, cuya diferencia de tamafio de 600 pb con la banda obtenida en la cepa
silvestre y en PDEH540, indica la integracion del casete de higromicina por
recombinacién homologa en el locus deseado. Ademas, se comprobd el reemplazo
de la region intragénica del gen PdigPMT2 por el casete de higromicina usando las
combinaciones de oligonucledtidos 0JM287/0IM232 y 0IM231/0IM344, en las que
0JM232 y 0JM231 amplifican especificamente el marcador de seleccién (Hyg).
Como se observa en la Figura 54C y E, se obtuvieron los fragmentos esperados de
2,0 kb y 1,7 kb sdlo en el transformante PDEH515. Por el contrario, un producto de
1,6 kb amplificado en la cepa PHI26 y PDEH540 con los oligonucledtidos
0JM287/0IM288, confirmando la existencia de la regién completa del gen

PdigPMT2 sin reemplazar (Figura 54D). También se analizo la presencia del casete
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de higromicina en los transformantes PDEH515 y PDEH540, dando lugar a un
fragmento amplificado de 1,4 kb (0IJM197/0JM198, Figura 54F). El amplicon de la
tiamina quinasa de 800 pb (0JM311/0IM312) sdblo fue detectado en el
transformante PDEH540 (Figura 54G), como resultado de la insercion no homoéloga

del T-DNA que dio lugar a una insercion ectopica de la construccion de disrupcion.

Para el analisis molecular por hibridacién Southern, el DNA gendmico de la
cepa PHI26 y los dos transformantes fue digerido con la enzima de restriccion
EcoR1. Se utilizd como sonda un fragmento del gen PdigPMT2 (523 pb) amplificado
con los oligonucledtidos 0IM190/0JM150 (Figura 55A y Tabla 11, Materiales y
Métodos). Como se observa en la Figura 55 (linea 2) se confirmd un evento de
recombinacién homdloga en el transformante PDEH515, ya que se detectd la
presencia de una banda de hibridacion de 4,2 kb correspondiente a la disrupcion
del gen PMT2 y distinta del fragmento de menor tamafo (3,5 kb) de la cepa
silvestre PHI26. Ademas, el transformante PDEH540 mostré dos fragmentos, uno
de los cuales fue similar al fragmento obtenido con la cepa silvestre y el otro
correspondié a un fragmento de 2,5 kb, indicando la insercion ectdpica (Figura
55B, linea 3).
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Figura 54. Disrupcion del gen PdigPMT2 de P. digitatum.

A) Esquema de la regidon gendmica de PdigPMT2 en la cepa silvestre PHI26 (panel
superior), del mapa de T-DNA creado para la disrupcion génica en el vector pGKO2
(panel medio) y la integracion del casete de higromicina en la region de PdigPMT2
mediante recombinacion homodloga en el disrupto Apmt2 (panel inferior). Se muestran
los pares de oligonucledtidos utilizados para la confirmacion por PCR de la disrupcion
génica. B) Amplificacién por PCR de las regiones flanqueantes a la construccion usada
(0IM287/03M344), notese la diferencia de tamafio en PDEH515 (linea 2) por la insercion
del casete de higromicina. C) Producto amplificado entre la region flanqueante 3° de
PdigPMT2 y el casete de higromicina (0JM287/0IM232). D) Amplificacién de la region
flanqueante 5° de PdigPMT2 y la zona reemplazada por el casete de higromicina
(0IM287/03M288). E) Producto amplificado entre la regién flanqueante 5° de PdigPMT2
y el casete de higromicina (OJM231/0JM344). F) Casete de higromicina amplificado con
0JM197/0IM198. G) Amplificacion del gen de tiamina kinasa (0JM311/0JM312). Se usé
como molde 100 ng de gDNA de cada cepa, las lineas corresponden a 1. PHI26,
2. PDEH515, 3. PDEH540, 4. Control positivo pGKO2_Pmt2, 5. Control negativo.
M. marcador de peso molecular 1 kb DNA. Geles de agarosa 0,8 % en tampon TAE1 x.

Por otro lado, también se llevd a cabo la caracterizacion molecular de los
transformantes obtenidos para la expresion constitutiva del gen PdigPMT2. Se
habian obtenido 21 transformantes del ensayo ATMT realizado con la construccion
(pBHt2_Pmt2) que fueron Hyg® (Tabla 21). En la Figura 56A se esquematiza el
mapa del T-DNA transferido para la expresion constitutiva de PdigPMT2. Los
transformantes fueron analizados por PCR sobre DNA gendmico con dos
combinaciones de oligonucledtidos (0IJM197/0IM198 y 0JM195/0IJM196), que
permitieron comprobar la presencia del casete de HygB asi como también del
promotor (PgpdA), respectivamente (Tabla 11, Materiales y Métodos). En la Figura
56B se muestran los resultados obtenidos de la PCR realizada con los
oligonucledtidos 0IM197/0IM198, dando un fragmento amplificado de 1,4 kb que
indica la presencia del gen de resistencia a higromicina. En dicha figura se

muestran solo los datos obtenidos con 3 transformantes (PDEH58, PDEH59,
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Figura 55. Andlisis Southern del disrupto PDEH515.
A) Representacion esquematica de la disrupcion de PdigPMT2 descrita en la Figura 54.
B) Hibridacion Southern. EI DNA gendmico (10 pg) de las cepas flngicas PDEH515
(linea 2), PDEH540 (linea 3) y la cepa silvestre PHI26 (linea 1) fue digerido con £coRI,
separado en agarosa y transferido a membrana de Nylon. Nétese la posicion del
fragmento de PdigPMT2 (523 pb) usado como sonda.

PDEH67), que son los seleccionados para posteriores estudios en esta tesis.
También se realizd el analisis por Southern utilizando como sonda de hibridacion la
misma que en la caracterizacién de los disruptos de PdigPMT2. Para ello, el DNA

gendmico también se digirié con £coRI.

Como se observa en la Figura 56C, el mismo fragmento de 3,5 kb
observado anteriormente y correspondiente al gen PMT72 fue detectado tanto en la
cepa PHI26 como en los tres transformantes analizados. Ademas, en dichos
transformantes se observé una banda adicional de 1,9 kb como resultado de la
insercion ectdpica de la expresion constitutiva de PdigPMT2 en el genoma. A su
vez, dicha banda de hibridaciéon fue mucho mas fuerte en PDEH59 (linea 3). Esta
mayor intensidad de hibridacion, y su comparaciéon con la intensidad de la banda
enddgena, seria un indicativo de la insercién de multiples copias de la construccion

en el mencionado transformante.
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Figura 56. Expresion constitutiva del gen PdigPMT2 en P. digitatum.

A) Esquema de la regién gendmica de PdigPMT2 en la cepa silvestre PHI26 (panel
superior) y del mapa del T-DNA creado en el vector pBHt2 (panel central). Se indican los
pares de oligonucledtidos usados en la amplificacion de la construccién. B) Confirmacion
por PCR del casete de higromicina en tres transformantes obtenidos PDEH58, PDEH59 y
PDEH67 (lineas 2, 3 y 4), en el vector pBHt2_Pmt2 (linea 5), en la cepa silvestre PHI26
(linea 1) y control negativo (linea 6). C) Andlisis Southern del gDNA de las cepas
fungicas digerido con £ccR1I e hibridado con la sonda indicada (523 pb).

3.3. La disrupcion del gen PMT2 afecta el crecimiento y la esporulacion
de Penicillium digitatum

En este apartado se ha profundizado en la caracterizacion fenotipica de los
transformantes obtenidos. Para determinar su capacidad de crecimiento, se evaluo
diariamente el didmetro de las colonias formadas en placas de medio sélido PDA
con el disrupto PDEH515, el transformante ectdpico PDEH540 y la cepa silvestre
PHI26. El disrupto PDEH515 presentd un fenotipo bastante peculiar que se
caracterizd por la formacion de una colonia de color blanquecina con bordes

ondulados, de apariencia compacta y fuertemente adherida al medio PDA, y
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claramente contrastd con las colonias obtenidas para las cepas PHI26 y PDEH540,
que presentaron el tipico crecimiento y coloracion verde del hongo A. digitatum
(Figura 57A). Ademds, como se observa en la Figura 57B, la velocidad del
crecimiento radial de PDEH515 sobre medio sélido es claramente menor en
comparacion con las otras dos cepas. Esta reduccion fue de aproximadamente un
40 % con respecto al crecimiento observado en la cepa silvestre a los 10 dias de
incubacion a 24 °C. Estos datos sugieren que el gen PMT72 es necesario para el
correcto crecimiento radial de P, digitatum. Asimismo, la ausencia de coloracion
(Figura 57) es indicativa de defectos en la produccion de conidios que se vieron
confirmados desde el principio por la extrema dificultad en la obtencién de los
mismos (ver mas adelante), ni siquiera utilizando placas de PDA crecidas durante

mas tiempo o en presencia de luz para favorecer la conidiogénesis.

Por otro lado, en el caso de los transformantes obtenidos para la expresién
constitutiva de los genes PM7, no existieron diferencias en la tipologia o fenotipo
de las colonias desarrolladas en placas con medio PDA, que resultaron muy
similares a las observadas con la cepa silvestre (datos no mostrados), ni siquiera

en la cepa PDEH59 que parece tener mas de una insercion génica.

En base a la existencia de investigaciones que asocian fenotipos de
crecimiento lento con defectos en la estructura y estabilidad de la pared celular, se
decidié6 comprobar el efecto sobre el crecimiento de la incorporacion al medio PDA
de un estabilizador osmoético (sorbitol 1 M). Como se muestra en la Figura 58, el
defecto de crecimiento de PDEH515 se recuperd casi por completo en presencia de
sorbitol, alcanzando unos valores de diametro similar a lo observado en la cepa
silvestre (PHI26) crecida en medio PDA sin osmoestabilizador. La velocidad de
crecimiento del transformante ectdpico (PDEH540) y de PHI26 fue también mas
rapida en presencia de sorbitol 1 M que en el medio control de PDA (Figura 58A).
En las fotografias representativas de las colonias flngicas obtenidas se puede
observar que las cepas crecidas en medio de cultivo con sorbitol presentaron una
masa miceliar bastante densa, de aspecto lanoso o algodonoso (Figura 58B).
Aunque nuevamente en el disrupto PDEH515, la colonia continué siendo

blanquecina en ambos medios.
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Como se observé el fenotipo de color blanquecino, se cuantifico el efecto
de la disrupcion del gen PdigPMT2 sobre la produccion de conidios. En todos los
ensayos realizados con APdigPmt2 (PDEH515) en placas con medio sélido (PDA), la
produccion de conidios fue drasticamente menor comparada con las cepas PHI26 y
PDEH540. En el experimento anterior, y después de 12 dias de crecimiento, se
recogieron y cuantificaron los conidios producidos por cada cepa en ambas
condiciones de cultivo. El transformante PDEH515 produjo mas de tres ordenes de
magnitud menos conidios que la cepa silvestre PHI26 (Figura 59, 8 x 10 frente a
1 x 108 conidios/mL). En contraste, PDEH540 presentd unos valores de
esporulacién similares a la cepa silvestre. En presencia del estabilizador osmético
(sorbitol 1 M), la cantidad de conidios producidos por el disrupto PDEH515
(1 x 10° conidios/mL) fue 100 veces menor que la obtenida con PHI26

(1 x 108 conidios/mL). Este dato indica que la produccion de conidios no se

A
ot s -
4 %,
51’
i
e .
PHI26 PDEH515 PDEH540
B 10
8 T

Diametro (cm)
(o]

Figura 57. Fenotipo de crecimiento del disrupto PDEH515 en medio sélido PDA.

A) Colonias de PDEH515, PDEH540 y PHI26 crecidos en medio PDA y B) Crecimiento
radial diario de los mismos. Se aplicaron 5 pL de una suspension de 1 x 10° conidios/mL
y se incubaron 10 dias a 24 °C. Los datos se representan como valores medios + SD de
los didmetros registrados diariamente de 6 repeticiones.
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recupera en el disrupto PDEH515 en presencia de sorbitol (Figura 59), aunque si

que lo hace su crecimiento (Figura 58).

La colonia de PDEH515 continud siendo blanquecina incluso después de
transcurridos de 15 a 30 dias de cultivo en placa (datos no mostrados), lo cual esta
directamente relacionado con la severa reduccion en esporulacion demostrada.
Estos datos en su conjunto indican que la funcién de PdigPMT2 es esencial para la
conidiogénesis de A. digitatum y no puede ser complementada por la presencia de

ninguno de los otros dos genes PM7T. Ademas las suspensiones de conidios
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Figura 58. Efecto de sorbitol sobre el crecimiento del disrupto PDEH515 en medio
sélido PDA.

A) Colonias de PHI26, PDEH515 y PDEH540 en medio PDA (panel superior) 6
suplementadas con sorbitol 1 M (panel inferior) y B) Crecimiento radial diario de las
mismas en medio PDA (lineas enteras) y PDA con sorbitol 1 M (lineas cortadas). Las
placas se inocularon con 5puL de 1x 10° conidios/mL de cada cepa flingica y se
incubaron 8 dias a 24 °C. Los datos se representan como valores medios £SD de los
diametros registrados diariamente de 3 repeticiones.

158



Resultados

200
175 145,0 PHI26
150
125 foo
100 L+
75 4o
50 4o
25 4l

1085 PDEH515

84,3 PDEH540

42,7

oi [l

PDA PDA + Sorb 1 M

Conidios / mL (x 108)

Figura 59. Efecto de sorbitol sobre la esporulacion del disrupto PDEH515.
Se representan los conidios producidos por PHI26, PDEH515 y PDEH540 en medio sdlido
PDA y PDA con sorbitol 1 M después de 12 dias de incubacién a 24 °C. Los resultados se
expresan como valores medios + SD de los conidios/mL (x 10°) obtenidos en 3 placas.
Notese la baja esporulacion del mutante PDEH515 representada por las barras centrales
en cada condicion.

obtenidas de la cepa mutante fueron blanquecinas mientras que son verdes en el

caso de PHI26.

3.4. Estudio de la morfologia del disrupto PDEH515 por microscopia de

fluorescencia

Se analiz6 la morfologia de PDEH515 por tincion con CFW y microscopia de
fluorescencia. En primer lugar, se analizd el efecto de la mutacion sobre los
conidios y estadios iniciales de germinacion. Los conidios del disrupto PDEH515
fueron generalmente redondeados a diferencia de los conidios ovales
caracteristicos de PHI26 Figura 60. PDEH515 mostrd conidios germinados después
de 16 h de incubacion, pero presentando un mayor nimero de septos a lo largo
del tubo germinativo (Figura 60D). En la mayoria de los conidios analizados de
PDEH515, el primer septo se formd en la zona del cuello del primer tubo
germinativo. En PDEH515 se detectaron con cierta frecuencia ramificaciones que
emergen del extremo apical del tubo germinativo (Figura 60E). Al mismo tiempo

de crecimiento, en la cepa silvestre PHI26 solo se observo la elongacién del tubo
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germinativo sin presentar ningun tabique a lo largo de la hifa (Figura 60C), la cual
tuvo un grosor menor al observado en el mutante. Hay estudios que documentan
gue la formacion de septos es la barrera necesaria para el inicio de la formacion de
ramificaciones durante el crecimiento polarizado de los hongos (Harris et al., 1997;
Harris et al., 1999). Estos datos indican que la disrupcion de PdigPMT72 se relaciona
con la formacién de septos y la emergencia de nuevos tubos germinativos durante

los estadios tempranos de germinacion.

Para estudiar los efectos durante el crecimiento vegetativo, se realizaron
experimentos con ambas cepas (PDEH515 y PHI26) en los que se colocd una
suspension de conidios sobre unos portaobjetos, los cuales se incubaron durante

24, 48 y 72 h a 24 °C en ambiente saturado de humedad (ver procedimiento
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Figura 60. Germinacion de los conidios de la cepa silvestre PHI26 y el disrupto
PDEH515.

Se muestran fotografias de conidios sin germinar y germinulas crecidas en medio liquido
PDB de PHI26 (A y C) y de PDEH515 (B, D y E) tefiidas con CFW. Se incubaron
5 x 10* conidios/mL de cada cepa flngica en PDB durante 16 h a 24 °C en agitacién
suave. Las fotografias se obtuvieron mediante microscopia 6ptica de fluorescencia con
contraste interferencial (DIC) y fluorescencia azul (CFW) a 40x. Se indican la formacion
de septos (flechas) y ramificaciones (r).

PDEH515
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detallado en apartado 6.2 de Materiales y Métodos). Como se ha visto en el
experimento anterior durante las etapas tempranas de crecimiento (24 h)
PDEH515 mostrd un incremento en el nimero de tabiques en sus hifas (Figura
61D) comparado a lo observado en las hifas jovenes de la cepa silvestre (Figura
61A). Ademas, el disrupto PDEH515 se caracterizd por presentar una masa de
hifas que resultaron de mayor grosor después de 48 h de crecimiento (Figura 61E)
y tuvieron distancias interseptales reducidas y un mayor numero de tabiques
generados, en comparacion a PHI26 en donde los septos estuvieron separados
regularmente a lo largo de la hifa (Figura 61B). Asimismo, PDEH515 presentd
estructuras engrosadas con forma de baldn en las regiones apicales de las hifas.
Las alteraciones morfoldgicas visualizadas en el disrupto PdigPMT2 fueron mas
evidentes a las 72 h de cultivo (Figura 61F), llegando a emerger bi- o tri-
ramificaciones de las estructuras globulares formadas en los apices de las hifas
(Figura 61G-H). En etapas mas tardias de crecimiento (7 dias), PDEH515 mostro
una morfologia aberrante en su micelio, con un incremento de los engrosamientos
celulares en las regiones sub-apicales y apicales de las hifas, y también una
reduccién drastica en su longitud debido a los numerosos septos formados (Figura
61I). Estos resultados demuestran que el gen PdigPMT2 juega un importante papel
durante el crecimiento vegetativo y el mantenimiento de la polaridad en

P. digitatum.
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Figura 61. Crecimiento del micelio de la cepa silvestre PHI26 y el disrupto PDEH515.

Se muestran fotografias del micelio crecido en medio liquido PDB a 24, 48 y 72 h de
PHI26 (A, By C) y de PDEH515 (D, E, F, Gy H) e incluso a 7 dias (I) tefiidos con CFW.
Se sembraron 5 x 10 conidios/mL de cada cepa fiingica en 100 pL de medio PDB en el
centro de portaobjetos y se incubaron a 24 °C, en ambiente saturado de humedad
durante distintos tiempos. Las fotografias se obtuvieron mediante microscopia dptica de
fluorescencia con contraste interferencial (DIC) y fluorescencia azul (CFW) a 40x. Se
indican la formacion de septos (flechas), estructuras globulares (circulos) y formacion de
conidiéforos (estrellas).

En base a los resultados anteriores sobre la baja produccion de conidios en
el disrupto PDEH515, también se hizo un analisis microscopico de las estructuras
formadas durante la conidiogénesis. En la cepa silvestre PHI26 predominé la
presencia de estructuras de reproduccion asexual o conidiéforos dentro de la masa
miceliar (Figura 61C). A las 48 h de iniciado el crecimiento se pudo observar el

desarrollo de la estructura normal de conididforos, con las tres partes
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caracteristicas: las métulas en la base de los conidiéforos correspondientes a los
distintos niveles de ramificacion (dos en este caso), luego sobre cada métula se
desarrollaron los grupos de 3 fidlides por cada métula y finalmente portando las
cadenas de conidios en cada fidlide (Figura 62A). En contraste, la morfologia de
los conidiéforos en PDEH515 fue andmala. Como se observa en la Figura 62C,
generalmente por cada métula se formaron un nimero reducido de 1 o 2 fialides.
Con cierta frecuencia, se visualizaron fidlides demasiado alargadas y que en su
apice presentaban un tipo de células que no se correspondian con los conidios en

formacion de la cepa silvestre. Ademas, en estos apices se marcaba claramente un

Ly
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Figura 62. Reproduccion asexual de la cepa silvestre PHI26 y el disrupto PDEH515.

Se muestran fotografias de los conidiéforos formados en medio liquido PDB a 48 y 72 h
de PHI26 (A y B) y de PDEH515 (C y D) tefiidos con CFW. Se sembraron
5 x 10* conidios/mL de cada cepa flngica en 100 uL de medio PDB en el centro de
portaobjetos y se incubaron a 24 °C en ambiente saturado de humedad. Las fotografias
se obtuvieron mediante microscopia optica de fluorescencia con contraste interferencial
(DIC) y fluorescencia azul (CFW) a 40x. Se indica la estructura completa de conidi6foros
(estrellas) y sus partes: rama (r), métula (m), fialides (f) y conidios (c).
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aumento en la tincion con CFW que asemeja apices de micelio vegetativo

creciendo activamente.

Después de 72 h de cultivo, tampoco se pudieron distinguir claramente
cada una de las partes de un conidiéforo en PDEH515 (Figura 62D). Las
estructuras que asemejan conididforos presentaron un incremento en el ndmero
de tabiques dando lugar a una morfologia anormal de células posiblemente
conididgenas. En conjunto, los supuestos conidiéforos de PDEH515 parecian
generar nuevas células hifales sobre las supuestas fialides. Por otro lado, en PHI26
se visualizaron las largas cadenas tipicas de conidios, producidos basipetalmente
desde el apice de cada fidlide (Figura 62B). Estas observaciones son consistentes
con la reducida esporulacion del mutante observada en los ensayos de crecimiento
en PDA. Todos estos resultados confirman que el gen PdigPMTZ2 es necesario para

la conidiogénesis en P. digitatum.

3.5. Estudio de la influencia del gen PdigPMTZ2 en la sensibilidad a

compuestos antifiingicos

Los datos presentados hasta ahora indican la existencia de una pared
celular debilitada o de estructura andémala en el disrupto PDEH515, tal y como
también ocurre con el mutante Apmt2 de S. cerevisiae. En este contexto, se evaluo
el comportamiento del disrupto de PdigPMT2y de los transformantes de expresion
constitutiva obtenidos para los tres genes PM7, frente a distintos tratamientos y
compuestos antifingicos fundamentalmente relacionados con la integridad de
pared celular. Los experimentos consistieron en inocular distintas diluciones de
suspensiones de los hongos sobre placas con medio PDA conteniendo dos
concentraciones de CFW, SDS y rojo Congo (CR) (Figura 63). PDEH515 presentd
sensibilidad incrementada a CFW y sobre todo a CR, mientras que no se
observaron diferencias entre la cepa PDEH540 (transformante ectdpico) y la cepa
silvestre (PHI26) frente a estos compuestos. Estos dos compuestos (CFW y CR)
actian directamente sobre componentes estructurales de la pared celular de los

hongos tales como quitina y p-glucanos.
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Figura 63. Sensibilidad de PHI26, PDEH515 y PDEH540 a distintos compuestos
antifungicos.

Se inocularon 5 pL de tres diluciones seriadas de 1 x 10° conidios/mL de cada cepa
fungica sobre medio PDA (control) y suplementadas con dos concentraciones de SDS,
CFW y CR. Las placas se incubaron a 24 °C durante 4 dias y se tomaron fotografias
representativas de cada tratamiento.

Por otro lado, sdlo hubo tenues variaciones en la sensibilidad de las cepas
analizadas frente al detergente SDS, siendo PDEH515 ligeramente mas sensible. El
SDS es un detergente anidnico con capacidad para lisar las membranas celulares
incluida la membrana plasmatica, cuyo acceso esta protegido por una pared celular
funcional en condiciones normales. En su conjunto, estas observaciones confirman
que el disrupto de PdigPMT2 tiene afectada la integridad de su pared celular. Por
otro lado, cuando fueron analizados los transformantes PDEH59 y PDEH67 de
expresion constitutiva no existieron variaciones en la sensibilidad en ninguno de
ellos frente a CFW, CR o SDS (Figura 64). Tampoco hubo diferencias en el caso de
los transformantes constitutivos de PdigPMT1 (PDEH8, PDEH9) o PdigPMT4
(PDEH144, PDEH152) (Figura 64).

166



Resultados

PHI26
PDEHS8
PDEH9
PDEH59
PDEH67
PDEH144
PDEH152

Control SDS CFwW CR

Figura 64. Sensibilidad de transformantes constitutivos (PDEH8, PDEH9, PDEH59,
PDEH67, PDEH144, PDEH152) frente distintos compuestos antifingicos.

Se inocularon 5 pL de diluciones seriadas (10°, 10*, 103, 10? conidios/mL) de cada cepa
fungica sobre medio PDA (control) y suplementadas con SDS 200 upg/mL,
CFW 150 ug/mL y CR 150 ug/mL. Las placas se incubaron a 24 °C durante 4 dias y se
tomaron fotografias representativas de cada tratamiento.

También, se analizo la sensibilidad al estrés oxidativo de los conidios de las
cepas transformantes PDEH515, PDEH540, PDEH59, y PDEH67, y con respecto a la
cepa silvestre PHI26. PDEH515 mostré una modesta pero reproducible tenue
resistencia al estrés oxidativo ocasionado por H,O, (Figura 65). Los conidios
sembrados de este disrupto de PdigPMT2 (1 x 10° conidios/mL) fueron capaces de
crecer aun a 3 mM de H,0,, mientras que esta concentracion resulto letal para el
transformante ectopico (PDEH540). En cualquier caso, es evidente que el disrupto
PDEH515 no presenta una sensibilidad incrementada al estrés oxidativo sino mas
bien al contrario. Es interesante destacar el comportamiento diferencial de los dos
transformantes de expresidon constitutiva de PdigPMT2 que fueron seleccionados
para estos ensayos. PDEH59, el cual tiene mdltiples copias del gen (Figura 56),
resultd ser mas claramente sensible a la presencia de ROS que PDEH67 y que
cualquiera de las otras cepas ensayadas. Estos resultados indican que la
glicosilacién de proteinas a través de la funcién de PdigPMT2 también parece estar
implicada de alguna forma en la respuesta frente al estrés oxidativo y que hay una

relacion entre la expresion del gen vy la sensibilidad a ROS.
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PHI26 PDEH515 PDEH540

Control PDA

H,0, 1 mM

H,0,2mM

H,0, 3 mM

PDEH59 PDEH67

Figura 65. Sensibilidad de distintas cepas transformantes de AP. digitatum al perdxido
de hidrdgeno.

Se inocularon 5 pL de diluciones seriadas (10°, 10*, 10° conidios/mL) de cada cepa
fungica (PHI26, PDEH515, PDEH540, PDEH59, PDEH67) sobre medio PDA (control) y
suplementadas con distintas concentraciones de H,0, 1-3 mM. Las placas se incubaron a
24 °C durante 4 dias y se tomaron fotografias representativas de cada tratamiento.

3.6. Efecto de la disrupcion del gen PdigPMT2 sobre la sensibilidad a
PAF26

En esta tesis se ha demostrado que mutantes de O-glicosilacion de
S. cerevisiae, principalmente ApmtZ, tienen un fenotipo de resistencia
incrementada frente al péptido antifingico PAF26. Por ello, se exploraron la
actividad inhibitoria del crecimiento (fungistatica) y fungicida de este péptido
frente a las cepas transformantes seleccionadas de A. digitatum, con énfasis en la
sensibilidad de PDEH515.
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Figura 66. Curvas dosis-respuesta del péptido PAF26 frente a distintas cepas
transformantes.

Se representan los valores medios de DO4q, para cada concentracion de péptido después
de 72 h de incubacién a 24 °C de PHI26 comparado con PDEH515 y PDEH540 (panel
superior) 6 con los transformantes constitutivos PDEH59 y PDEH67 (panel inferior).

Para evaluar la actividad fungistatica de PAF26 se realizaron ensayos en
placas de microtitulo en los que se siguié el crecimiento de las cinco cepas
analizadas en presencia de concentraciones crecientes del péptido (desde 0,25 a
16 uM), para obtener las correspondientes curvas dosis-respuesta (Figura 66).
Después de distintos experimentos independientes, nuestra conclusion fue que ni
el disrupto ni las cepas de expresion constitutiva presentaron diferencias
significativas de sensibilidad con respecto a la cepa silvestre en este tipo de
ensayos, aunque en algun experimento como el mostrado el disrupto PDEH515 fue
ligeramente mas sensible al péptido. Sin embargo, hay que tener en cuenta que la

capacidad de crecimiento del mutante es menor que la de la cepa silvestre, lo cual
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puede enmascarar estos ensayos haciendo a PDEH515 aparentemente mas
sensible al péptido por su menor vigor de crecimiento. Se ha encontrado que 4 uM
de PAF26 fue la concentracién completamente inhibitoria en los distintos ensayos
realizados y para las cinco cepas analizadas, incluso para los transformantes de
expresion constitutiva (PDEH59, PDEH67) (Figura 66).

Una propiedad muy significativa de PAF26 es su actividad fungicida sobre
conidios no germinados de P. digitatum, la cual lo diferencia de otros péptidos. Por
ejemplo, PAF26 y melitina tienen una actividad fungiestatica muy similar, pero se
diferencian en su actividad fungicida que es muy superior en el caso de PAF26
(Munoz et al, 2006, 2007a). Se llevaron a cabo una serie de experimentos de
viabilidad de conidios para poder determinar la actividad fungicida del péptido
sobre PDEH515, los otros transformantes (PDEH540, PDEH59, PDEH67) y la cepa
PHI26. Para ello, se hicieron los recuentos de colonias viables de cada cepa
crecidas en placas de PDA luego de tratarlas con distintas concentraciones péptido
PAF26 (4, 16 y 32 uM).

En la Figura 67A, se muestra como representativo uno de los dos
experimentos independientes realizados, con los porcentajes de viabilidad
obtenidos para las muestras incubadas con el péptido en agua estéril, donde se
puede observar claramente que PDEH515 fue mas resistente a PAF26 en todas las
concentraciones de péptido utilizadas. En este sentido, se registrd un 82 % de
UFC/mL viables de PDEH515 a una concentracion de 4 uM (MIC), valor que fue
3 veces mas elevado en comparacion al dato obtenido para la cepa silvestre (28 %
de viabilidad celular). Por otro lado, el comportamiento general de las otras tres
cepas PDEH540, PDEH59, y PDEH67 fue muy similar al de la cepa silvestre aunque
ésta ultima fue la mas sensible a la actividad fungicida del péptido, ya que no se

obtuvo ninguna colonia a concentraciones superiores al valor MIC de 4 uM.
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Figura 67. Efecto del péptido PAF26 sobre la viabilidad de los conidios de distintas
cepas transformantes.

Se incubaron 2,5 x 10* conidios/mL de PHI26, PDEH515, PDEH540, PDEH59, PDEH67 en
ausencia o presencia de tres concentraciones del péptido PAF26 (4-32 uM) durante 16 h
a temperatura ambiente (A) en agua estéril (panel superior) & sorbitol 1M
(panel inferior). Los datos se representan como valores medios + SD de los porcentajes
de UFC/mL para cada tratamiento. Se muestran las fotografias representativas del
tratamiento con 4 uM de PAF26 para cada cepa flungica en las dos condiciones
ensayadas (B).
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Estos ensayos se hicieron bajo dos condiciones de incubacién en paralelo,
ya que los conidios también se trataron con el péptido en presencia de
sorbitol 1 M. Bajo estas condiciones, se pudo constatar que hubo una disminucion
muy importante en la toxicidad del péptido sobre los conidios de todas las cepas
fungicas en los tratamientos en presencia de sorbitol, comparados con los
tratamientos en agua (Figura 67). El efecto protector de la presencia de sorbitol
fue menos acusado en PDEH515. Esto di6 como resultado unos valores de
susceptibilidad de PDEH515 y PHI26 muy similares en presencia de sorbitol,
enmascarando la resistencia incrementada del disrupto, comparada con la de la

cepa silvestre, en agua.

3.7. El gen PdigPMT2 esta implicado en la virulencia de P. digitatum

Finalmente, se investigo el efecto de la disrupcion del gen PdigPMT2 en la
virulencia de P. digitatum sobre frutos citricos. Para ello, se realizaron bioensayos
bajo condiciones controladas de infeccion sobre frutos de naranjas variedad
Navelina durante la campaia citricola 2011/2012. Los frutos fueron inoculados con
5 uL de dos concentraciones diferentes de conidios (1 x 10* 6 1 x 10° conidios/mL)
segun el ensayo realizado. Hay que destacar que normalmente en nuestro
laboratorio se utiliza una concentracién todavia mayor de 1 x 10° conidios/mL
como una condicién que produce un desarrollo de la enfermedad muy rapido y
uniforme en todas las heridas infectadas, pero que dicha concentracion de indculo
no pudo ser alcanzada en este caso debido a la baja produccion de conidios de
PDEH515.

En la Figura 68 se muestran los resultados obtenidos en uno de los
experimentos realizados a 1 x 10% conidios/mL, una concentracién de indculo
considerada baja ya que el progreso de la infeccion es muy gradual y nunca se
alcanza el 100 % de las heridas infectadas. La incidencia de la maceracién de
tejido fue significativamente mas baja en aquellos frutos que fueron inoculados
con la cepa PDEH515 durante la duracién de todo el experimento. Claramente,

como se observa en la Figura 68A, el mutante tuvo una severa reduccion en los
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porcentajes de infeccidbn ya que solo aparecieron un 10 % de las heridas
infectadas a los 7 dpi. En cambio, con la cepa silvestre PHI26 el nimero de frutos
con sintomas de podredumbre fue en aumento al transcurrir los dias posteriores a
la inoculacién, alcanzando valores de 70 % de heridas infectadas a los 7 dpi. En la
Figura 68B se muestran los diametros promedios de las lesiones medidas
diariamente para cada una de las cepas evaluadas. Se observa que el tamafio del
tejido vegetal macerado fue menor en los frutos inoculados con PDEH515 para
cada uno de los tiempos analizados, en comparacién a lo que fue observado con
PHI26. Los diametros de las lesiones producidas por PHI26 alcanzaron un valor
promedio de 64 mm a los 7 dpi mientras que con PDEH515 se obtuvo al final del
ensayo una media de 44 mm. Asimismo, la velocidad de colonizacion, es decir el
aumento del didametro del area infectada con el tiempo, fue menor en el caso de

PDEH515 al menos durante los primeros dias de infeccion.

Finalmente, se observd que no hubo esporulacion sobre los frutos
infectados con PDEH515 en ninguna de las heridas maceradas, incluso en heridas
que alcanzaron mas de 4 cm de diametro (Figura 68C), como vemos en las
fotografias de tres naranjas representativas de las muestras inoculadas con PHI26
y con PDEH515 a los 5, 6 y 7 dpi (Figura 68D). En los frutos infectados con PHI26
predomina la colonizacion flngica que se vislumbra por la presencia del micelio
blanquecino y la esporulaciéon verde del hongo. Sobre las lesiones producidas en
los frutos inoculados con PDEH515 sdlo se vislumbraba la maceracion y el

ablandamiento del tejido.
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Figura 68. Evolucion de la infeccion producida por PHI26 y PDEH515 sobre frutos de

naranja.

Los resultados se representan como valores medios + SD de los porcentajes de heridas
infectadas (A), de didametros de las lesiones producidas (B) y de heridas esporuladas (C)
para cada cepa flingica durante 7 dpi. D) Fotografias de tres naranjas representativas de
la infeccién con PHI26 y PDEH515 a 7 dpi. Se inocularon 5 uL de 1 x 10* conidios/mL de
cada cepa fungica en 15 frutos de naranja (4 heridas/fruto) e incubaron a 24 °C,

HR 90 %.

La Figura 69 muestra un experimento independiente a una concentracion

de indculo mas alta (1 x 10° conidios/mL) con la que normalmente los controles

con la cepa silvestre ya alcanzan el 100 % de infeccidn. En este experimento

también se evalud el fenotipo de la cepa control PDEH540 y de las de expresion

constitutiva PDEH59 y PDEH67. Las curvas de evolucién de la enfermedad
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demuestran nuevamente que PDEH515 produjo un menor nimero de heridas
infectadas en comparacion a la cepa silvestre PHI26 y los otros tres transformantes
ensayados. No existieron variaciones en el avance de la infeccion de estos
transformantes (PDEH540, PDEGH59, PDEH67) con respecto a PHI26, alcanzando
todas valores de 100 % de heridas infectadas a los 7 dpi. La mayor incidencia de
infeccion con PDEH515 (80 %) en comparacion al dato obtenido en el ensayo
anterior (Figura 68) se atribuye a que en esta ocasion se usd una concentracion de

conidios que fue 10 veces mas elevada.

También se confirmé que PDEH515 produjo lesiones y halos de maceracion
de tejido de menor tamafno sobre los frutos, cuyo didmetro promedio fue de
56 mm al finalizar el experimento (Figura 69B). En cambio, en este caso la
velocidad de progresion de maceracion del area afectada fue muy similar a la de la
cepa parental (Figura 69B). Ademas, se evalud la esporulacion sobre los frutos
infectados con cada una de las cepas inoculadas (Figura 69C-D). Se observa como
el micelio del hongo se va extendiendo sobre los frutos con el tiempo hasta que la
esporulacion caracteristica de color verde cubre completamente todos los frutos
infectados con la cepa silvestre PHI26 a 7 dpi. Esta misma apariencia externa,
signo de la colonizacién fungica también se visualizo en los frutos infectados con
los transformantes PDEH540, PDEH59 y PDEH67. Por el contrario, los frutos
infectados con PDEH515 no mostraron crecimiento de micelio del hongo o
esporulacion hasta los 5 dpi. Sin embargo, a 7 dpi se observd esporulacion verde
en algunos frutos supuestamente infectados con PDEH515 (Figura 69D), los cuales
sospechamos que fueron contaminados con otras muestras, sobre todo teniendo
en cuenta la ya descrita ausencia de esporulacion y coloracion de conidios en
PDEH515.  Desgraciadamente, no pudimos confirmar esto  Ultimo
experimentalmente. Todos estos datos permiten concluir que el gen PdigPMTZ2 es

requerido para la completa virulencia del hongo A. digitatum sobre frutos citricos.
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Figura 69. Evolucion de la infeccion producida por distintas cepas transformantes de
P. digitatum sobre frutos de naranja.

Los resultados se representan como valores medios + SD de los porcentajes de heridas
infectadas (A), de didmetros de las lesiones producidas (B) y de heridas esporuladas (C)
para cada cepa fungica durante 7 dpi. D) Fotografias de tres naranjas representativas de
la infeccién con PHI26 (D1), PDEH515 (D2), PDEH540 (D3), PDEH59 (D4), PDEH67 (D5)
a5 6y 7dpi. Se inocularon 5 puL de 1 x 10° conidios/mL de cada cepa flngica en
15 frutos de naranja (4 heridas/fruto) e incubaron a 24 °C, HR 90 %.

Se hicieron experimentos adicionales para determinar si el balance de la
expresion de los genes PdigPMT1y PdigPMT4 se encuentra alterado en el mutante
PDEH515 durante la infeccidon sobre frutos citricos (Figura 70). En este ensayo no

se detectd expresion de ninguno de los genes PMT durante las etapas tempranas
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Figura 70. Expresion relativa de los genes PdigPMT1y PdigPMT4 de PHI26 y PDEH515
durante la infeccidn sobre frutos de naranjas.

Se inocularon con 1 x 10* conidios/mL de cada cepa flngica y se determinaron los
niveles de expresion relativa por gqRT-PCR, usando como condiciéon control (PHI26 a
7 dpi) y los genes de referencia tubulina y L18.

de infeccidn probablemente como consecuencia de la baja concentracion de
indculo en comparacién con los ensayos anteriores (Figura 51). En estados
avanzados (7 dpi) hubo una ligera disminucion de la expresion de PdigPMT1 y un
aumento con PdigPMT4, aunque estos cambios no fueron claramente significativos

comparados a lo detectado en la cepa control (PHI26).
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DISCUSION

El conocimiento del mecanismo de acciéon de un péptido antimicrobiano es
de crucial importancia para su potencial aplicacion futura y la mejora de sus
propiedades antimicrobianas. La mayoria de los estudios realizados en este
contexto se han hecho sobre péptidos con actividad antibacteriana, y son muy
reducidos en numero los estudios sobre péptidos antifingicos. Esto es
probablemente consecuencia de la percepcidén que se tiene de la importancia de
las enfermedades bacterianas sobre la salud humana. Sin embargo, la importancia
de las patologias fungicas sobre la salud humana se ha subestimado de forma
alarmante como se pone de manifiesto en estudios recientes (Brown et a/,, 2012).
Alrededor del 25 % de la poblacién mundial (1700 millones de personas) sufrira
durante su vida al menos un episodio de infeccidn superficial en piel, ufias o pelo
causada por hongos. Ademas, el niUmero de infecciones flngicas de tipo sistémico
va en aumento y se manifiestan sobre todo, aunque no Unicamente, en pacientes
inmunodeprimidos como consecuencia de tratamientos de quimioterapia contra el
cancer o de prevencion de rechazo en trasplantes asi como en pacientes con
enfermedades como el SIDA. Se estima que el niUmero de muertes anuales como
consecuencia de una infeccién flngica es equivalente al causado por Ila
tuberculosis o malaria (Brown et a/, 2012). Esta problematica se agrava por la
escasez de tratamientos y moléculas antifingicas eficaces. Por otro lado, los
hongos son los principales agentes causales de enfermedades en los cultivos y
responsables de importantes pérdidas de la produccion total (Agrios, 2004). Dentro
del ambito de la conservacion postcosecha, las pérdidas que se producen por
podredumbres fungicas de frutas y vegetales en fresco (Narayanasamy, 2006) o
por contaminacién con micotoxinas (Magan y Aldred, 2007) son si cabe ain mas
importantes aunque dificiles de cuantificar globalmente. Por tanto, los hongos
también representan una amenaza importante para la seguridad alimentaria.
Finalmente, la emergencia de nuevas enfermedades flingicas tanto en plantas
como en animales es un grave problema que afecta la sostenibilidad y la
biodiversidad global (Fisher et al, 2012). La busqueda de nuevas moléculas

antifingicas resulta prioritaria por la falta de compuestos o drogas eficientes para
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el control de infecciones flngicas y ademas por la creciente generacion de
resistencia a los tratamientos antifingicos actuales (Brown et al., 2012). Es en este
contexto en el que estd adquiriendo importancia en los Ultimos afos el estudio de

péptidos con propiedades antifingicas.

El péptido PAF26 es un excelente modelo para profundizar en el estudio
del modo de accion de péptidos antifungicos (Mufioz et a/, 2012). Como hemos
visto en la Introduccion, PAF26 es un péptido que presenta actividad antifingica y
capacidad de internalizacion celular en una secuencia de Unicamente seis
aminoacidos. Muy recientemente, y en un estudio paralelo al realizado en esta
tesis, se ha caracterizado el proceso de interaccion e internalizacion de PAF26 en el
hongo filamentoso modelo N. crassa mediante el uso de sondas fluorescentes,
microscopia confocal laser, y caracterizacion de mutantes en genes especificos
(Mufioz et al, 2012). Se comprobd que el péptido a bajas concentraciones
(0,5 uM) en primer lugar interacciona con las envueltas celulares, seguidamente se
internaliza via endocitosis, luego se acumula en las vacuolas y finalmente se libera
activamente hacia el citosol causando la muerte celular. En los mutantes Arvs-161,
Arvs-167, Arab-5 involucrados en el proceso de endocitosis dependiente de
clatrina, hubo una reduccion en la internalizacién y la actividad fungicida de PAF26.
También se demostrd que la internalizacién es un proceso dependiente de energia
y mediado por la polimerizacion de actina, lo cual es consistente con la implicacion
de rutas endociticas. El péptido afecta la homeostasis de calcio, incrementando los
niveles de calcio intracelular. Como ocurre con muchos AMP, se demostrd que
PAF26 induce la depolarizacion de membrana plasmatica de Neurospora, aunque
este efecto no se correlaciona con la muerte celular. Todos estos datos son
consistentes con un mecanismo de muerte intracelular determinado por la
internalizacién de PAF26, y que no se basa en la permeabilizacién de la membrana
plasmatica como mecanismo primario de accién. Por otro lado, el péptido a
elevadas concentraciones (>20 puM) se translocd de forma pasiva a través de la
membrana plasmatica provocando la muerte celular por un mecanismo no

dependiente de endocitosis.
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1. Mecanismo de accion de PAF26. Importancia de la pared celular y la

glicosilacion de proteinas en la interaccion y actividad del péptido

1.1. El mecanismo de accion de PAF26 presenta al menos tres etapas

secuenciales

En esta tesis, se ha caracterizado la interaccion de PAF26 con la levadura
modelo S, cerevisiae utilizando el péptido marcado fluorescentemente vy
microscopia confocal laser (Figura 20). El péptido TMR-PAF26 a concentraciones
sub-inhibitorias (2,5 uM) se detecta en primer lugar asociado con las envueltas
celulares de la levadura. Aunque no hemos realizado estudios detallados, la
hipétesis es que el péptido interaccionaria primero con las capas mas expuestas de
la pared celular y luego, y por analogia con lo que ocurre en N, crassa, difundiria a
través de la pared celular y llegaria hasta la membrana plasmatica. Seguidamente,
el péptido se internaliza y localiza en estructuras vacuolares, que progresivamente
crecen en tamafno y se fusionan hasta convertirse en una gran vacuola central
marcada fluorescentemente. Luego el péptido en respuesta de un gradiente de
concentracion se transporta activamente hacia el citoplasma quedando la vacuola
vacia. Finalmente, se permeabiliza la membrana de la vacuola y el péptido
marcado fluorescentemente ocupa todo el espacio intracelular. Esta Ultima etapa
también coincidiria con la de N. crassa, en donde la deteccion del péptido en todo
el espacio intracelular se produce a la vez que la muerte de las células fungicas. Se
han descrito patrones similares de localizacién intracelular con la interaccién del
péptido antimicrobiano dermaseptina DsS3(1-16) en C. albicans (Harris et al.,
2009). Se ha encontrado que esta dermaseptina se une con las envueltas
celulares, luego se localiza en vacuolas y finalmente ocupa todo el citoplasma
(Harris et al.,, 2009). La histatina 5 también se internaliza en células de C. albicans
via endocitosis a bajas concentraciones ocupando las vacuolas, mientras que a
elevadas concentraciones del péptido existe un transporte pasivo (Mochon y Liu,
2008; Jang et al., 2010). La localizacion de la histatina 5 en vacuolas provoca la
expansion de las mismas y posteriormente la localizacion del péptido en el
citoplasma (Jang et al, 2010), de forma similar a nuestras observaciones con

PAF26 en levadura y V. crassa (Figura 20 y Figura 71). Ademas, se comprobod que
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la localizacion intracelular de histatina 5 en vacuolas o citoplasma es dependiente
de la concentracién inicial del péptido y el tiempo de exposicién (Mochon y Liu,
2008). Estos datos indican que para causar la muerte de las células flngicas,
PAF26 y también histatina 5, requieren alcanzar una concentracién critica dentro

de las células.

Previamente, en nuestro grupo se habia determinado la importancia de
cada aminoacido sobre la actividad antimicrobiana de PAF26 a través de la
sustitucion por residuos de alanina en su secuencia peptidica (Mufioz et al.,
2007b). Este estudio permiti6 comprobar que cada residuo aminoacidico
contribuye individualmente a la completa actividad antifungica del hexapéptido
sobre P. digitatum, aunque los aminodcidos catidnicos (Arg, Lys) fueron
cuantitativamente mas importantes que los residuos aromaticos (Trp, Phe). Hemos
disefiado dos nuevos hexapéptidos derivados de PAF26 (PAF95 y PAF96) por la
sustitucion con tres residuos neutros de alanina del dominio catidnico (RKK) o
hidrofobico (WFW), respectivamente. En esta tesis se determind que ambos
dominios son necesarios para la actividad antiflingica de PAF26 sobre la levadura
S. cerevisiae (Figura 21), de forma similar a lo encontrado en distintos hongos
filamentosos como M. crassa, A. fumigatus y P. digitatum, en los que PAF95 o
PAF96 tampoco fueron activos (datos no mostrados en esta tesis). Estos datos
demuestran que los dos dominios (catidnico e hidrofdbico) son necesarios para la
toxicidad de PAF26 sobre las células fungicas. Ademas, el estudio por microscopia
de la interaccion de estos péptidos con . cerevisiae permitid constatar
importantes diferencias con respecto a lo descrito previamente con TMR-PAF26. El
péptido TMR-PAF95 no interacciond con las células de levadura, mientras que
TMR-PAF96 permanecid unido a las envueltas celulares (Figura 21C-D y Figura
71).

Los mismos patrones de interaccion de TMR-PAF95 y TMR-PAF96 sobre
S. cerevisiae también se han encontrado con los hongos A. fumigatus y
P. digitatum. Si que se observé un comportamiento diferente y significativo en el
caso de TMR-PAF95 actuando sobre N. crassa, ya que a diferencia de lo

caracterizado con las otras especies fungicas, este péptido, aunque no presentd
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actividad, se internalizd y aparecid localizado dentro de las vacuolas, sin progresar
hacia el citoplasma (ver Figura 71). Se ha descrito que la carga catidnica es una de
las principales propiedades fisicoquimicas que resulta critica para la actividad de
péptidos antimicrobianos ya que permite la interaccion con las envueltas celulares
cargadas negativamente de los microoorganismos (Brogden, 2005; Brown vy
Hancock, 2006; Yount y Yeaman, 2006; Marcos y Gandia, 2009; Nicolas y El Amri,
2009). Esto se ha corroborado con el péptido TMR-PAF95 en el que la falta de
carga cationica impidié su interaccion con la mayoria de hongos evaluados
(S. cerevisiae, A. fumigatus y P. digitatum). Pero la diferencia observada con
TMR-PAF95 en N. crassa sugiere ademas la existencia de factores en sus envueltas
celulares que permitan la interaccion, penetracion y transporte de este péptido no
cationico a la vacuola, a pesar de que sea mucho menos activo que PAF26. Estos
factores (de pared celular) aun no caracterizados que determinen la interaccion
con PAF95 podrian: 1) interactuar con residuos aromaticos (triptéfano vy
fenilalanina) en el dominio hidrofdbico de PAF26 y PAF95, y 2) estar relacionado

con la mayor sensibilidad de N. crassa a PAF26, si se compara con otros hongos.

Es interesante resaltar que el péptido TMR-PAF96 permanecid unido a las
envueltas celulares de S. cerevisiae y que su comportamiento fue similar en todos
los hongos analizados (A. fumigatus, P. digitatumy N. crassa). Estas observaciones
demuestran que el dominio catiénico es suficiente para la interaccion de PAF26 con
las envueltas de las células fingicas. Teniendo en cuenta ademas la falta de
actividad antifingica de PAF96 podemos concluir que PAF26 no ejerce su accién
antifingica a nivel de la superficie celular (pared celular y/o membrana), aunque
esta seria necesaria para su interaccion inicial y por tanto accién (ver mas

adelante).

PAF96 carece del dominio hidrofobico C-terminal (WFW). En estudios
previos, ya se habia reconocido la importancia de los residuos de triptéfano para la
actividad antibacteriana de AMP (Strom et a/., 2000) y demostrado que promueven
la interaccién con micelas lipidicas, que se consideran modelos de membranas
biologicas (Schibli et al, 1999). Recientemente, la adicion de motivos

triptéfano/fenilalanina a AMPs cortos y catidnicos incrementd su actividad
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bactericida (Pasupuleti et a/, 2009) y ademds aumento su selectividad
disminuyendo la toxicidad sobre células epiteliales y globulos rojos (Schmidtchen et
al, 2011). Nuestro grupo habia demostrado previamente que PAF26 no causa
hemdlisis y tiene toxicidad baja sobre células humanas en cultivos celulares
(Lopez-Garcia et al, 2007). Nuestras investigaciones revelan que los residuos de
triptofano estan involucrados en la internalizacién de esta clase de AMPs sobre las
células fungicas. En nuestro estudio previo, se habia demostrado que la sustitucion
de fenilalanina en la posicibn cinco de PAF26 por alanina no afectd
significativamente su actividad antifingica (Mufoz et a/, 2007b). Este resultado
indica que la fenilalanina no tiene un papel en la internalizacién/actividad del
péptido y por tanto apunta al triptéfano como el residuo critico necesario para la
penetracion de PAF26 dentro de los hongos. La falta de actividad antimicrobiana
de andlogos de otros AMP se ha relacionado con su incapacidad de penetrar dentro
de las células, como en el caso de péptidos derivados de buforina II en E. coli
(Park et al, 2000), histatina 5 en C albicans (Jang et al, 2008) y Sub5 en
A. nidulans (Mania et al., 2010). De estos ejemplos, sélo Sub5 contiene residuos
de triptéfano, aunque las sustituciones de aminoacidos ensayadas implicaban
residuos de triptéfano pero también de arginina, lisina y valina, y por tanto no fue
posible asignar el fenotipo observado con algin cambio especifico de residuo

aminoacidico.

El analisis secuencial de la interaccion de PAF26 con S. cerevisiae y de la
actividad y localizacién de los péptidos derivados PAF95 y PAF96, junto con los
resultados paralelos obtenidos con V. crassa, han permitido determinar que existen
al menos tres etapas en el mecanismo de accion antifingica del péptido PAF26
(Figura 71). Estas serian la interaccion inicial con las envueltas celulares mas
externas (pared celular) mediada fundamentalmente por residuos catidnicos del
péptido, la internalizacién que en M. crassa y a bajas concentraciones de péptido
se realiza por endocitosis dependiente de clatrina y esta mediada por los residuos
de triptéfano del péptido, y finalmente el mecanismo de muerte intracelular. Estas
etapas serian cada una necesarias pero no suficientes por si mismas para la accion

antifingica.
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Figura 71. Localizacion de los péptidos PAF26, PAF95 y PAF96 marcados
fluorescentemente en S, cerevisiaey N. crassa con microscopia confocal laser.

Se muestran fotografias representativas de la interaccidn e internalizacion de
TMR-PAF26 (rojo) en S. cerevisiae (panel superior) y FITC-PAF26 (verde) en N. crassa
(panel inferior, adaptado de Mufioz et al, 2012), y de la localizacion diferencial de
TMR-PAF95 y TMR-PAF96 en ambos hongos. La internalizacion del péptido PAF26
provoca una expansion vacuolar de las células, seguida del transporte activo del péptido
al citoplasma, lo que coincide con muerte celular. PAF95 no interacciona con levadura,
mientras que se localiza en las vacuolas de N. crassa y PAF96 permanece unido a las
envueltas celulares de las dos especies flingicas.

1.2. Importancia de la pared celular en el mecanismo de accion de
PAF26

La pared celular es la primera estructura con la que estos AMP
interaccionan en la primera etapa de su mecanismo. Se ha constatado que las
diferencias existentes entre distintos microorganismos y con células de organismos
superiores en cuanto a la composicion de su pared celular estan relacionadas con
la toxicidad selectiva de AMP (Yeaman y Yount, 2003). En esta tesis se ha
demostrado que la degradacion enzimatica de la pared celular bloguea
completamente la internalizacion de PAF26 en los protoplastos de la cepa parental
de levadura (BY4741) (Figura 26C) y disminuye la muerte celular (Figura 27).
Estos datos demuestran que se requiere una pared celular funcional para la
internalizacién de PAF26 y por tanto para su toxicidad sobre S. cerevisiae. La pared
celular también es necesaria para la actividad antifingica de defensinas vegetales

como Pn-AMP1 en levaduras (Koo et al., 2004) y NaD1 en el hongo filamentoso
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F. oxysporum (van der Weerden et al., 2010); aunque, a diferencia de nuestros
resultados, la falta de pared celular en estas investigaciones impide la union de
ambas defensinas a las células fungicas, protegiéndolas de su toxicidad. Aunque
en nuestro caso no hemos podido cuantificar y comparar la unién de TMR-PAF26
en células con pared y protoplastos, las imagenes recogidas (Figura 26A y C)
indican que la cantidad de péptido localizado en las envueltas celulares es muy
similar en ambos casos. Por tanto, en el caso de PAF26, y a diferencia de Pn-AMP1
o NaD1, el péptido (o al menos una cantidad apreciable del mismo) si que se une a

células sin pared, pero no se internaliza, impidiendo su accién antiflingica.

Por otro lado, el analisis de la interaccion de TMR-PAF26 sobre tres cepas
deletantes (Aecm33, Aargl, Ajptl) permitid6 completar la caracterizacion de los
fenotipos previamente identificados en un analisis global del modo de accion de
PAF26 sobre S. cerevisiae (Figura 22) (Lopez-Garcia et al, 2010a). Como se ha
detallado en la Introduccion, el estudio transcriptomico previo habia revelado la
induccién de la expresion de genes que codifican para proteinas estructurales de la
pared celular como una respuesta general de la levadura a la exposicién de PAF26
y el péptido citolitico melitina (Lopez-Garcia et al, 2010a). Los porcentajes
obtenidos de células tefidas completamente con péptido se han podido
correlacionar con las diferencias de sensibilidad frente a PAF26 en los mutantes
Aecm33y Aargl (Figura 17 y Figura 22). La mayor sensibilidad de Aecm33 frente
a PAF26 (Lopez-Garcia et al., 2010a), se correlaciond con el incremento de células
tefiidas con el péptido marcado vy fluorescencia en todo el citoplasma (Figura 23).
Ecm33p es una proteina estructural y glicosilada de pared celular relacionada con
la activacion de la ruta de integridad de pared celular (CWI), aunque su funcién
molecular adn es desconocida (Pardo et a/., 2004). En un estudio previo también
se ha descrito que la eliminacidon de otros genes estructurales de pared celular en
S. cerevisiae confirieron una mayor sensibilidad frente a distintos AMP (Morton et
al, 2007b). Entre estos mutantes se encuentran las cepas deletantes Agas! y
Aecm19 que fueron mas sensibles al péptido dermaseptina DsS3(1-16) (Morton et
al., 2007b). Gaslp codifica para una B-1,3-glucanosiltranferasa con union GPI a la
membrana de la pared celular (Ram et a/., 1998) y Ecm19p es una proteina de

pared de funcidon desconocida (Lussier ef al, 1997). Ademas, existen
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investigaciones que han demostrado que las levaduras se adaptan a distintos AMP
mediante la activaciéon de las cascadas MAP quinasas involucradas en el
mantenimiento de la integridad y fortalecimiento de la pared celular (Gamberi et
al., 2007; Vylkova et al., 2007b). Esto sugiere que la pared celular también actta
como un mecanismo de defensa/protector frente al efecto letal de los péptidos. En
este sentido, la pared celular fingica tendria una doble funcionalidad en el
mecanismo de accion de PAF26, siendo necesaria no sélo para la internalizacion
del péptido que es un factor clave para ejercer su toxicidad efectiva sino también

para proteger a las células a través de su refortalecimiento.

1.3. La glicosilacion de proteinas determina la actividad antiflingica de
PAF26.

Muchas proteinas de la pared celular flngica estan muy glicosiladas, como
lo confirman nuestros analisis /in silico (datos no mostrados). Por ejemplo, Ecm33p
tiene en sus 429 aminoacidos, 3 sitios potenciales de N-glicosilacion y un nimero
elevado de sitios de O-glicosilacion, ubicados en sus extremos. Como se ha
mencionado en la Introduccién, la glicosilacion de proteinas es un proceso
bioldgico fundamental que determina el correcto plegamiento y funcién de una
fraccion importante de las proteinas de un organismo. En S, cerevisiae y otros
hongos, la glicosilacion de proteinas es esencial para el mantenimiento de la
estructura y rigidez de su pared celular (Strahl-Bolsinger et a/., 1999). En nuestro
grupo se han identificado una serie de mutantes en genes involucrados en el
proceso de glicosilacion en S. cerevisiae que mostraron una mayor resistencia a
PAF26 (Gandia y Marcos, datos no mostrados). Entre estos se incluyen los seis
genes PMT de O-glicosilacion (PMT1-6), genes de N-glicosilacion como FOSI y
ALG5, asi como también MNNI, MNN4, MNN5 (Figura 18). Estos genes participan
en la adicidon de monosacaridos en dos procesos distintos durante la sintesis y
formacion de la estructura de los glicanos (ver también Introduccion): 1) en la
zona de union de los glicanos a los residuos de aminoacidos (ej. genes PMT o
EOSI) o 2) en las cadenas de manosas que decoran la parte mas externa de los

N- y O-glicanos (Figura 72). Estos resultados indican que la glicosilacion de
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proteinas es necesaria para la susceptibilidad de la levadura frente a la accién
fungicida del péptido PAF26.

Distintos estudios previos también han demostrado que mutaciones en
genes de dglicosilacion de proteinas incrementan la resistencia frente a varios
péptidos y proteinas antimicrobianas. Por ejemplo, mutantes del complejo de
manosiltransferasas en el Golgi (Mnn10p, Mnn11p, and Hoclp) (Figura 72) fueron
resistentes a la defensina Pn-AMP1 (Koo et a/, 2004). También los mutantes
Amnn2, Amnn4 y Amnné6 de S. cerevisiae mostraron una mayor resistencia a la
osmotina y, ademas, sus células unieron menos osmotina por la falta de
fosfomananos en su pared celular (Ibeas et a/, 2000). La eliminacién de MNVNI
resultd en una mayor sensibilidad a la osmotina debido en este caso a una mayor
union del péptido a los fosfomananos (con carga negativa) que quedaron mas
expuestos (Ibeas et a/., 2000). Consistentemente, la pérdida de manosilfosfato en
el hongo patdgeno C, albicans a través de la disrupcion de MAN4 resultd en una
mayor resistencia y una reduccidn en la unién del péptido dermaseptina
DsS3(1 16) (Harris et al, 2009). También en C albicans, el mutante Amnn5 fue
resistente a la actividad fungicida de lactoferrina (Bai et a/.,, 2006). Los mutantes
de S. cerevisiae en genes de N-glicosilacion como S773, cuya proteina codificada
forma parte del complejo de oligosacariltransferasas (OST), y ALG3 también
mostraron resistencia frente a toxina “killer” HM-1 (Kimura et a/, 1999). Mutantes
en genes PMT también son mas resistentes a la toxina “killer” K1 que actiia sobre
los glucanos de la pared celular (Lussier et al., 1995; Gentzsch y Tanner, 1996). En
conclusion, todos estos estudios independientes confirman que la glicosilacion de
proteinas se requiere para la actividad antifingica de un gran nimero de proteinas

y péptidos antimicrobianos.
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Figura 72. Genes de N- y O-glicosilacion de proteinas en S. cerevisiae que actian como
determinantes de la sensibilidad frente al péptido PAF26.

Se representan la estructura de N- y O-glicanos (Panel izquierda y derecha,
respectivamente). Se indican los residuos de N-acetilglucosamina (cuadrados), de
manosas (circulos) y residuos de fosfatos (circulos grises). Se muestran los residuos
incorporados al glicano en el lado citosdlico de la membrana del ER (simbolos vacios),
en el lumen del ER (simbolos llenos), y en el aparato del Golgi (simbolos rallados). Los
genes de glicosilacion cuyas deleciones son letales en levadura se muestran en gris. Los
mutantes cuyas disrupciones provocaron una mayor resistencia al péptido se resaltan en
rojo.

En esta tesis, hemos decidido centrarnos en los genes PMT y EOSI en
primer lugar porque la informacion disponible en relacion con su implicacién en el
mecanismo de accion de AMP es escasa en comparacion con otros genes
encontrados en nuestro analisis. La delecion de PMT1y PMT2 confiere resistencia
parcial a la toxina K1 de levaduras, mientras que la doble delecién de ambos genes
aumenta el fenotipo de resistencia (Lussier et a/, 1995). La eliminacion de £FOSI
también provocd una mayor resistencia frente al lipopéptido ciclico caspofungina,
una equinocandina que afecta la sintesis de B -glucanos y la integridad de pared

celular, en dos estudios independientes a escala gendmica (Lesage et al., 2004;
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Markovich et al, 2004), aunque este gen en concreto pasé desapercibido en
ambos casos. Ademas, el mutante de Eoslp tiene un fenotipo pleiotropico que se
caracteriza por una mayor sensibilidad al estrés osmotico y oxidativo, asi como la
alteracion de la homeostasis de metales (Nakamura et a/., 2007; Nakamura et al.,
2010). Otro de los fenotipos interesantes de Aeosi es la mayor tolerancia a
tunicamicina, un compuesto inhibidor de N-glicosilacion (datos no mostrados)
(Nakamura et al, 2007). Este resultado, junto con la glicosilacion andmala de
proteinas de Aeos! y la localizacién de Eoslp a nivel del reticulo endoplasmatico
justificd su anotacion funcional dentro de N-glicosilacion (Nakamura et al.,, 2007).
La tunicamicina es un compuesto que inhibe la primera reacciéon del proceso de
N-glicosilacion que es catalizada por Alg7p (Figura 72). La eliminacion de ALG/ es
letal, y por lo tanto no pudo ser ensayada en nuestros experimentos. Dado que la
ausencia de Eoslp resulta en un incremento de resistencia a tunicamicina,
nosotros nos aventuramos a proponer que Eoslp actla en la misma etapa que
Alg7p y que es necesario para la N-glicosilacion de una subpoblacién de proteinas
(Figura 72). Por tanto, los genes PMT y EOSI estarian interviniendo en la
incorporacion del primer monosacarido de los O- y N-glicanos, respectivamente, y
esa es una segunda razon que nos llevd a estudiarlos con mas detalle en esta
tesis.

Se ha confirmado que los mutantes Apmit2y Aeosli de S. cerevisiae fueron
menos susceptibles a la actividad fungicida del péptido PAF26 e incluso, aunque de
forma menos evidente, al péptido sintético P113 derivado de histatina 5 (Figura
19). Por el contrario, estos mutantes fueron mas sensibles frente a AMP que
actian sobre las membranas celulares, como el péptido litico melitina o la
cecropina A (Figura 19 y Tabla 14). Se sabe que los mutantes en genes de
glicosilacién se caracterizan por una mayor susceptibilidad general a agentes
antifingicos, una lenta velocidad de crecimiento y fenotipos relacionados con
defectos en la pared celular (Gentzsch y Tanner, 1997; Strahl-Bolsinger et al.,
1999). La elevada sensibilidad a CFW y SDS (Figura 18) confirma que Apmi2'y
Aeosl! tienen una pared celular debilitada y comprometida que deberia aumentar
su sensibilidad frente a agentes antifungicos y péptidos que actuaran sobre la

membrana plasmatica, como son melitina y cecropina A. Sin embargo, cabe
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resaltar que la resistencia de estos mutantes al hexapéptido PAF26 es significativa
y especifica, reproduciéndose solo en el caso de P113, que es un fragmento activo

de la histatina 5, otro péptido antifingico del tipo penetratina.

Se ha demostrado que existe una localizacion diferencial del péptido
marcado (TMR-PAF26) en las células del mutante Aeosi, ya que no fue
internalizado en ellas y permanecié predominantemente en las envueltas celulares
(Figura 25). Esto se correlaciond con una reduccién en sus porcentajes de muerte
celular (Figura 27), confirmando la resistencia descrita en los ensayos fungicidas
previos (Figura 19). El fenotipo de este mutante mimetiza, por tanto, los
resultados antes mencionados con protoplastos. En su conjunto, estos resultados
demuestran que la actividad de Eoslp y la presencia de pared celular son
necesarias para la internalizacion de este péptido, y por tanto para su actividad
antifingica. En estudios previos se ha demostrado una buena correlacién entre
una mayor resistencia de mutantes de S. cerevisiae en genes de glicosilacion y una
menor unidon de la dermaseptina DsS3(1-16) a las células, determinada también
con el péptido marcado fluorescentemente (Harris et a/, 2009). La ausencia de
grupos manosilfosfatos en la pared celular provocada por la delecién de los genes
MNN2, MNN4y MNN6 en S. cerevisiae también disminuye la unién a osmotina e
incrementa la resistencia a esta proteina antifungica (Ibeas et a/., 2000). De forma
similar, nuestro grupo habia comprobado que la mayor sensibilidad de mutantes
de proteinas de pared celular como Ecm33p y Ssdlp se correlaciona con una
mayor unién de PAF26 marcado fluorescentemente determinada por citometria de
flujo (Lopez-Garcia et al, 2010a). En nuestro grupo hemos comprobado que la
mutacion de £OSI no afecta significativamente a la cantidad de PAF26 que se une
a células de levadura (Carmona y Marcos, datos no mostrados), tal y como

sugieren las imagenes de microscopia (Figura 25).

Por otro lado, la localizacion de TMR-PAF26 (Figura 26) y su actividad
fungicida (Figura 27) fue similar en los protoplastos de BY4741 y Aeosi,
demostrando que el fenotipo de Aeos! se pierde en protoplastos. Un resultado
similar ocurre en el mutante de glicosilacion Amnn4 de S. cerevisiae, resistente a

osmotina, y cuyo fenotipo se pierde en células desprovistas de pared celular (Ibeas
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et al., 2000). Los resultados obtenidos en esta tesis indican que al menos parte de
la funcién de Eoslp se manifiesta en la pared celular fungica, probablemente a
través de la glicosilacion de una serie de proteinas (de pared) que serian
necesarias para la internalizacion celular de PAF26, segin un modelo tedrico que
aparece en la Figura 73. Se ha descrito que la actividad antifingica de la
histatina 5 sobre C. albicans estd mediada por las proteinas Ssal/2p, chaperonas
del tipo Hsp70 que se localizan en pared y que son necesarias para la
internalizacion del péptido (Sun et a/, 2008; Jang et al., 2010) (Figura 73). Las
proteinas Ssal/2p de S. cerevisiae presentan sitios potenciales de N-glicosilacion
(andlisis /in silico no mostrados). En esta tesis no hemos podido determinar la
relevancia de SSA1/2 en la actividad antifingica de PAF26. Una colaboracion con el
Dr. Severino Zara de la Universidad de Sassari (Italia) nos ha permitido demostrar
que deletantes en el gen FLO11 de una levadura vinica de velo de flor pierden la
capacidad de unién al péptido PAF26 (manuscrito en evaluacion). Flollp es una
proteina de pared hiperglicosilada del tipo mucina que esta implicada en adhesion
intercelular y la formacion de biofilm (Zara et a/, 2005). Por otra parte, Msb2p,
una proteina transmembrana de pared celular que esta glicosilada por Pmtlp y
ademas actlla como sensora, se ha relacionado con la actividad de histatina 5 y
LL-37 sobre C. albicans (Szafranski-Schneider et a/, 2012). Mutantes en el gen
correspondiente son mas susceptibles a LL-37, y el dominio extracelular e
hiperglicosilado de Msb2p secretado al medio actia como protector de la accion de
estos AMP, probablemente secuestrandolos e impidiendo su acceso a las células
(Figura 73). Varias investigaciones han demostrado que Msb2p es glicosilada por
Pmt4p en S. cerevisiae (Yang et al., 2009) y U. maydis (Fernandez-Alvarez et al.,
2012), y es un factor de virulencia en distintos hongos fitopatdgenos (Pérez-
Nadales y Di Pietro, 2011; Fernandez-Alvarez et al, 2012). La identificacion de
proteinas glicosiladas de pared celular que estén implicadas en la internalizacion y
actividad antifingica de PAF26 se planea explorar en el futuro. Un abordaje
experimental seria identificar qué proteinas tienen una glicosilacién alterada en el
mutante Aeosl, y seguidamente comprobar si los correspondientes mutantes
internalizan o no el péptido. En cualquier caso, el caracter pleiotropico del mutante

Aeos1 (Nakamura et al., 2007) hace que no podamos descartar la existencia de
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Figura 73. Modelos tedricos de la implicacion de proteinas glicosiladas como
determinantes en la actividad de péptidos antimicrobianos.

Se muestra la posible funcion de Eoslp frente a la accién antifingica de PAF26 (panel
izquierdo) y en comparativa con el mecanismo de accion descrito para los péptidos
histatina 5 (panel central, adaptado de Sun et a/, 2008) y LL-37 (panel derecho,
adaptado de Szafranski-Schneider et al., 2012).

otros posibles mecanismos moleculares que expliquen la resistencia de este

mutante a PAF26 y otros péptidos antiflingicos tipo penetratina.

Nuestro grupo también ha observado que las actividades de PAF26 y
tunicamicina son sinérgicas (Gandia y Marcos, datos no publicados). La
tunicamicina es un agente antifingico que inhibe la N-glicosilacion (Nakamura et
al, 2007). Este efecto sinérgico es indicativo de que aunque la glicosilacion de
proteinas determina la sensibilidad al péptido, la diana antifingica de PAF26 no es
el proceso de glicosilacion de proteinas en si mismo. Algunos datos previos son
consistentes con esta observacidn. La inhibicion farmacoldgica o genética del
proceso de glicosilacion resulta en la activacion de la ruta de integridad de la pared
celular y en la induccidén de la respuesta de proteinas mal plegadas (Reinoso-
Martin et al, 2003; Cantero et al, 2007; Arroyo et al, 2011; Cantero y Ernst,
2011). Ademas, la inhibicion de la N-glicosilacidn mediada por tunicamicina
desencadena la activacion de los genes APMT sugiriendo un mecanismo

compensatorio para aliviar los defectos de glicosilacion de proteinas (Travers et 4.,
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2000). Sin embargo, el analisis transcriptomico de células de S. cerevisiae tratadas
con PAF26 no identificd ninguno de estos procesos o respuestas (Lopez-Garcia et
al., 2010a), como cabria esperar si PAF26 afectara especificamente la glicosilacion
de proteinas. Asimismo se ha determinado que todos los mutantes Apmti-6 de
S. cerevisiae fueron mas sensibles a un compuesto inhibidor especifico de
O-glicosilacion (OGT2468) (Arroyo et al., 2011), contrariamente a lo que ocurre
con PAF26.

1.4. Implicacion del gen ARG en la actividad intracelular de PAF26

Se ha determinado que la ausencia de ARGI, que codifica una enzima que
participa en la biosintesis de arginina, causa un incremento de resistencia a PAF26
(Lépez-Garcia et al,, 2010a), y esto se ha corroborado en esta tesis con una mayor
proporcion de células con localizacion vacuolar del péptido y una menor proporcion
de células completamente tefiidas (Figura 22B y Figura 23). Estos datos indican
que el metabolismo de la arginina participa en el transporte intracelular del
hexapéptido entre la vacuola y el citoplasma, aunque de una forma que aln no se
ha determinado. Como ya hemos comentado, el péptido PAF95, que a diferencia
de PAF26 no contiene residuos de arginina ni catidnicos, se localiza restringido en
el sistema vacuolar de M. crassa, no transportandose desde la vacuola al
citoplasma y no siendo activo frente a este hongo. Ya hemos mencionado que el
andlisis de la localizaciéon subcelular de histatina 5 en C. albicans también indica
gue mientras el péptido se encuentra localizado dentro de vacuolas la célula

permanece viable (Mochon y Liu, 2008).

Recientemente se comprobd que la accién de PAF26 provoca una aumento
de la produccion intracelular de especies reactivas de oxigeno (ROS) y dxido nitrico
(NO) en levadura (Carmona et al, 2012). El tratamiento de C albicans y
F. oxysporum con la defensina de planta (PvD1) también resulté en un incremento
de la produccién de ROS y NO intracelular detectada por microscopia (Mello et ai.,
2011), aunque la significacion de estos incrementos para la actividad
antimicrobiana del péptido no fue analizada. El NO es una molécula sefializadora
(Kig y Temizkan, 2009; Tillmann et a/., 2011) y también de defensa de organismos

superiores frente a microorganismos patogenos, debido a su accion antimicrobiana
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a altas concentraciones (Fang, 2004). La produccién de NO en hongos se asume
que esta mediada por una enzima del tipo NO sintasa (NOS) dependiente de
arginina, de forma andloga a lo que ocurre en plantas y animales superiores,
aunque hasta la fecha no ha podido ser identificado el gen correspondiente. En el
caso de levadura y PAF26, nuestro grupo ha demostrado que la produccién de NO
derivado de arginina esta relacionada con la muerte celular mediada por el péptido
y que el mutante resistente Aargl presenta unos niveles basales de produccion de
NO muy reducidos y no produce NO como consecuencia del tratamiento con el
péptido (Carmona et al., 2012). Estos datos, junto con los aportados en esta tesis,
indican que la preservacion de PAF26 en las vacuolas de las células fungicas actla
como un sistema detoxificante/protector, y que su liberacion al citosol se relaciona
con su contenido en aminoacidos catidnicos, el metabolismo de la arginina y la
produccion intracelular de NO, lo cual podria estar relacionado con la actividad

fungicida por un mecanismo intracelular (Mufioz et a/., 2013a).

A modo de resumen, en la Figura 74 se muestra un esquema de las
distintas etapas involucradas durante el mecanismo de accién del péptido PAF26
en S. cerevisiae en base a los resultados descritos en este trabajo y en
comparacion con lo caracterizado en N. crassa (Mufioz et al, 2012). Los datos
obtenidos indican la existencia de un paralelismo en el mecanismo de accién a
bajas concentraciones del péptido sobre ambos organismos, que incluye la
interaccion con las envueltas celulares, internalizacion en vacuolas y el transporte
desde las vacuolas al citosol causando la muerte celular. Esta por confirmar si el
péptido tiene o no las mismas dianas moleculares en cada microorganismo.
Algunos datos obtenidos en este sentido parecen ser negativos. Por ejemplo, y a
diferencia de lo observado en levadura, los mutantes en los genes PMT1y PMT4
de N. crassa no mostraron variaciones en su sensibilidad frente al péptido (datos
no publicados). Por otro lado, los genes PMT2 y EOSI son supuestamente
esenciales en este hongo filamentoso y no pudieron ser evaluados. Tampoco se ha
observado un fenotipo diferencial en los andlisis del mutante ARG de N. crassa.
Otra diferencia sustancial encontrada fue la interaccion del péptido PAF95, el cual
no pudo ser detectado sobre S. cerevisiae probablemente porque no es capaz de

interaccionar con la levadura, mientras que en N. c¢rassa se internalizd en vacuolas.
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Figura 74. Representacion esquematica del mecanismo antifiungico de PAF26 a
concentraciones sub-inhibitorias en S. cerevisiaey N. crassa.
La localizacién del péptido en los distintos pasos se resalta en rojo. Los genes y
procesos involucrados en cada paso se indican en verde y los aminoacidos necesarios en
rojo.
Esto puede deberse a diferencias en la composicion de la pared celular que afectan
a la interaccion con el péptido. Se prevén futuros estudios para tratar de dilucidar
cuales componentes de la pared celular influyen en la interaccion y accion
antifingica de PAF26, y también tratar de profundizar en el conocimiento de las
interconexiones de los factores moleculares que median la internalizacion y

desencadenan la muerte celular en los hongos.
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2. El gen PdigPmt2 del hongo P. digitatum esta implicado en la
integridad de pared celular, conidiogénesis, virulencia y sensibilidad

al péptido antifingico PAF26

2.1. La familia de genes PMT en el hongo P. digitatum esta compuesta

por tres miembros que se expresan en cultivo /in vitro

La O-glicosilacion de proteinas es importante para diversos procesos
biologicos de patégenos flingicos como se ha detallado en la Introduccidn.
Ademas, y en base a los resultados que acabamos de discutir, se ha demostrado
gue genes de O-glicosilacibn de proteinas determinan la sensibilidad de
S. cerevisiae al hexapéptido PAF26. Por este doble motivo, en la segunda parte de
esta tesis se abordd la identificacidn y caracterizaciéon de la familia génica PMT en

el hongo P. digitatum.

Se ha determinado que la familia PMT en P. digitatum esta constituida por
tres genes (PdigPMT1, PdigPMT2, PdigPMT4) que son ortdlogos a los identificados
en P. chrysogenum (Tabla 18). Se comprobd que existe una elevada sintenia entre
ambos genomas en las regiones secuenciadas (Figura 37). Esta identidad de
secuencia y sintenia son coincidentes con lo descrito previamente en la
identificacion de genes de biosintesis de quitina (Gandia et al, 2012).
Recientemente, se ha corroborado la similitud entre los genomas de
P. chrysogenum y P. digitatum con la secuenciacion del genoma de dos cepas de
este Ultimo (Marcet-Houben et a/,, 2012), una de las cuales (PHI26) es la usada en
esta tesis. En este estudio se ha constatado el menor tamafio del genoma de
P. digitatum (26 Mb) comparado con P. chrysogenum (32 Mb) (van den Berg et al.,
2008). El menor tamano del genoma de A. digitatum se debe a la ausencia de
amplias regiones e incluso a la ausencia de algin contig completo de los

caracterizados en P. chrysogenum.

Las tres proteinas deducidas (PdigPmtlp, PdigPmt2p, y PdigPmt4p)
corresponden a un miembro de cada subfamilia PMT (Figura 41). Durante nuestros
andlisis no hemos encontrado miembros adicionales. Por una parte, nuestra

estrategia de PCR degenerada no identificd clones distintos a los mostrados. Por
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otra, las busquedas sobre el genoma de A. digitatum (Marcet-Houben et a/., 2012),
tampoco revelaron genes adicionales a las tres proteinas descritas. Estos datos nos
lleva a sugerir que sélo existen estos tres genes PMT en P. digitatum. En otros
hongos filamentosos como A. fumigatus, A. nidulans o U. maydis también se
demostrd la presencia de un solo ortdlogo para cada subfamilia PMT (Zhou et al,,
2007; Fernandez-Alvarez et al., 2009; Goto et al, 2009; Kriangkripipat y Momany,
2009). También se ha descrito un solo miembro en C neoformansy S. pombe
(Willer et al., 2005; Olson et al., 2007; Willger et al., 2009, Willer, 2005 #4635).
En cambio, en S. cerevisiae existen mas de un miembro en las subfamilias Pmtip y
Pmt2p debido a una duplicacion génica ancestral, mientras que los analisis
filogenéticos definen un solo miembro en la subfamilia Pmt4p (Lussier et al., 1995;
Gentzsch y Tanner, 1996; Strahl-Bolsinger et a/, 1999) (Figura 41). Esto esta
relacionado con la formacién de complejos heterodiméricos entre la subfamilia
Pmtip y Pmt2p; y de homdmeros en la subfamilia Pmt4p para el reconocimiento
de sustratos especificos y la correcta actividad manosiltransferasa (Gentzsch y
Tanner, 1997; Girrbach y Strahl, 2003). En el caso de C albicans existen cinco
genes que codifican para manosiltranferasas de proteinas, y cada una de ellas
cumplen funciones bioldgicas especificas (Timpel et al., 1998; Prill et al., 2005).
Las tres secuencias aminoacidicas de P. digitatum presentaron los dominios
conservados de la superfamilia PMT (Figura 42) que han sido caracterizados
funcionalmente en S. cerevisiae (Girrbach et al.,, 2000; Girrbach y Strahl, 2003).
Esta anotacién funcional se ha demostrado en el caso PdigPMT2 con la
complementacion funcional de la cepa deletante Apmt2 de S. cerevisiae (Figura
44). Esto permitid confirmar ademas que el gen PdigPMT2 participa en el
mantenimiento de la integridad de la pared celular y que puede actuar
correctamente cuando se expresa de forma heterdloga. Es interesante mencionar
que la identidad de secuencia de aminoacidos entre las proteinas Pmt2 de
P. digitatum y de S. cerevisiae fue de tan sélo el 52 %, siendo el mayor
porcentaje de identidad encontrado entre los distintos miembros de ambos hongos

(datos no mostrados).

Se han caracterizado los cambios de expresion génica de los tres genes

PMT de P. digitatum comprobandose que se expresan durante el crecimiento
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axénico e infeccién sobre frutos citricos. Los tres genes contribuyeron al desarrollo
del micelio en cultivo sumergido (PDB) en condiciones de no esporulacion,
registrandose la menor y mayor expresion con PdigPMT4 vy PdigPMT1,
respectivamente (Figura 46). Ademas, hubo una induccidon de los mRNA de
PdigPMT2 y PdigPMT4 durante el crecimiento en medio PDB (Figura 47). Se ha
demostrado por andlisis Northern que los tres genes PMT de A. nidulans se
expresan durante el desarrollo de micelio en medio liquido con una disminucién de
los niveles de PMTB (PMTI1) y PMTC (PMT4) a las 36 h de crecimiento (Oka et al.,
2004; Goto et al., 2009). Por otro lado se ha descrito un incremento en los
transcritos de PMT1, PMT2y PMT4 de C. albicans (Timpel et al., 1998; Prill et al.,
2005), y C neoformans (Olson et al, 2007) durante el crecimiento en medio
liquido. Estos datos confirman que las tres subclases de genes PMT participan

durante el crecimiento vegetativo de hongos.

2.2. La disrupcion del gen PdigPMT2 de P. digitatum tiene un fenotipo

viable

En esta tesis se ha obtenido el mutante Apmt2 (PDEH515) de P. digitatum
usando el sistema de transformacion mediado por A. tumefaciens (ATMT) (Tabla
20 y Figura 55). En el momento en el que se inicid este trabajo de tesis doctoral
no existian ejemplos sobre la aplicacion de ATMT para la transformacion genética
de este hongo postcosecha. El grupo de Wang y colaboradores describieron por
primera vez un protocolo de ATMT para la obtencion de transformantes en
P. digitatum (Wang y Li, 2008). Aunque la transformacion genética en dicho
estudio fue sencilla ya que en ese caso no se necesitdé de recombinaciéon homodloga
en determinada region gendmica, lo cual resulta imprescindible en mutantes de
disrupcion génica. En estudios posteriores publicados durante el desarrollo de esta
tesis también se ha utilizado el sistema ATMT para la disrupcidn o expresion
constitutiva de genes en P. digitatum. Entre ellos, se destacan el gen CYP518 que
codifica para la enzima 14-a-demetilasa involucrada en la biosintesis de ergosterol
y la resistencia a imazalil (Sun et a/, 2011b), y el gen MFSI perteneciente a la
superfamilia de transportadores de membrana MFS (Wang, 2012). La presencia de

una insercion de 199 pb en la regién promotora CYP518B ha sido relacionada con
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un incremento de la expresiéon de dicho gen y el aumento de resistencia a imazalil
(Sun et al., 2011b). Se comprobd que la expresion constitutiva de CYP518 dio un
fenotipo de mayor resistencia. La disrupcion de MFS1 de P. digitatum provocd una
fuerte disminucion en su virulencia sobre frutos citricos y un aumento de la
sensibilidad a imazalil y a otros fungicidas, mientras que la expresion de multiples
copias del mismo gen resultdé en mayor resistencia a imazalil (Wang, 2012). Por
otro lado, la delecion de dos genes en la cepa Pd1 resistente a fungicidas y que no
se han encontrado en la cepa PHI26 de P. digitatum no disminuyd la resistencia a
ninguno de los varios fungicidas ensayados ni tampoco produjo cambios en su
virulencia (Marcet-Houben et al, 2012). A pesar de estos trabajos recientes, se
puede constatar que hay pocos estudios sobre genes que contribuyan a la
morfogénesis y virulencia en P, digitatum, lo que denota la importancia de los

resultados obtenidos con el mutante PDEH515 en esta tesis.

Es interesante destacar que se ha comprobado que la disrupcion del gen
PdigPMT2 en P. digitatum es viable, lo que también se ha descrito para el caso del
gen homdlogo PMTA (PMT2) de A. nidulansy A. awamori (Oka et al., 2004; Oka et
al., 2005). La delecién de este gen fue letal en los patdgenos fungicos C. albicans,
C. neoformans, A. fumigatus y U. maydis (Prill et al,, 2005; Fernandez-Alvarez et
al., 2009; Willger et al., 2009; Mouyna et al., 2010). En este sentido, es importante
resaltar que fue extremadamente dificil el aislamiento del mutante PDEH515 en
P. digitatum y que se consiguid realizando la seleccién en presencia de sorbitol
como osmoestabilizante. Asimismo, el disrupto de PMT1 de T. ressei sélo pudo
crecer en presencia de sorbitol (Gorka-Niec et a/,, 2008). En esta tesis no se pudo
identificar ningln transformante para la disrupcién de los genes PdigPMT1 y
PdigPMT4, ya que mostraron sdlo integraciones ectdpicas (Tabla 20). Es por ello
que no se descarta la posibilidad de que Apmtl y Apmit4 en P. digitatum sean
necesarios para su viabilidad, aunque son necesarios futuros trabajos para mejorar
la eficiencia de recombinacion homéloga, la cual fue muy baja como se puede
constatar en los resultados obtenidos (Tabla 20). Hay que tener en cuenta que,
por ejemplo, los deletantes en los genes PMT1 y PMT4 de A. nidulans y
A. fumigatus han sido obtenidos y caracterizados (Goto ef a/., 2009; Mouyna et al.,

2010). Ademas, se han caracterizado varios transformantes de expresion
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constitutiva de los tres genes PMT en P. digitatum bajo el promotor gpdA (Tabla
21 y Figura 56). Estos datos demuestran la utilidad del sistema ATMT en
P. digitatum que se constituye en una valiosa herramienta para el estudio funcional

de posibles factores de virulencia en este hongo fitopatdgeno.

2.3. El gen PdigPMT2 es necesario para el crecimiento, el

mantenimiento de la integridad de la pared celular y la conidiogénesis

En esta tesis, se ha demostrado que la disrupcion de PdigPMT2 provoco
efectos negativos sobre el crecimiento y la morfogénesis de A. digitatum. El
mutante PDEH515 mostr6 una reduccién en su crecimiento radial sobre medio PDA
(Figura 57) y presentd defectos en la polaridad del micelio con distancias
interseptales muy cortas, estructuras globulares y emergencia de apices
dicotdmicos (Figura 61). Incluso las germinulas tuvieron una polaridad anémala
(Figura 60). Estos resultados muestran que el gen PdigPMT2 es necesario para el

crecimiento y la polaridad del hongo A. digitatum.

En estudios previos también se han descrito defectos fenotipicos similares
con mutaciones en genes involucrados en la sintesis de la pared celular de hongos,
incluyendo la glicosilacion de proteinas. Los mutantes de PM74 en A. fumigatus 'y
A. nidulans presentaron engrosamientos celulares y distancias interseptales muy
cortas en sus hifas (Goto et al, 2009; Mouyna et al, 2010). Aunque en
A. fumigatus se ha demostrado que PM72 es un gen esencial (Fang et a/., 2010),
su expresion reducida también provocd una polaridad defectuosa y la formacion de
septos andmalos que se atribuyeron a una organizacion defectuosa del
citoesqueleto (Fang et al, 2010). La disrupcién del gen PMTA (PMT2) de
A. nidulans y A. awamori también provoco un crecimiento reducido y defectos en
la morfogénesis del micelio con la aparicion de estructuras globosas (Shaw y
Momany, 2002; Oka et al, 2004; Oka et al, 2005), similar a nuestras
observaciones con el mutante PDEH515. Estas estructuras globosas también se
han encontrado en mutantes de genes que participan en la sintesis de quitina de la
pared celular en varios hongos (Martin-Urdiroz et al,, 2008; Fukuda et al., 2009).
En nuestro grupo, también se han observado con el mutante del gen quitin-sintasa

de la clase VII de P. digitatum (datos aun no publicados). Estas alteraciones
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morfoldgicas reflejan que estos mutantes tienen una pared celular alterada,
generandose estos engrosamientos celulares con mayor contenido de quitina para

aumentar la rigidez de su micelio.

La mayor sensibilidad del mutante PDEH515 a compuestos antifingicos
como CFW y CR, y al detergente SDS (Figura 63), de igual manera a lo
caracterizado con S, cerevisiae (Apmt2) y la recuperacion del defecto de
crecimiento en presencia de sorbitol (Figura 58) confirman que parte de los
fenotipos descritos se relacionan con defectos en la estructura y composicién de la
pared celular. En esta tesis también se ha comprobado que los genes PdigPMT2y
PdigPMT4 se inducen en el hongo crecido en medio PDA con sorbitol (Figura 49).
Por el contrario, en estudios previos se habia demostrado una represion de la
mayoria de los genes CHS durante el crecimiento con sorbitol de P, digitatum
(Gandia et a/., 2012). Estos resultados apoyan la remodelacion de la pared celular
en presencia de un osmoestabilizador para permitir el desarrollo fingico. Ademas,
se correlaciona con nuestros datos obtenidos con que el defecto de crecimiento del

mutante PDEH515 es aliviado por algiin mecanismo de adaptacion osmotica.

Se sabe que una deficiente glicosilacion de proteinas influye
negativamente sobre la integridad de la pared celular. En S. cerevisiae se ha
demostrado que las cepas deletantes (Apmit2pmt3, ApmtZ2pmit4; ApmtlpmtZpmt3)
fueron osmolabiles (Gentzsch y Tanner, 1996). Los mutantes PMT en A. nidulans
(Goto et al., 2009; Kriangkripipat y Momany, 2009), A. awamori (Oka et al., 2005)
y A. fumigatus (Zhou et al., 2007; Mouyna et a/, 2010) mostraron fenotipos de
reducido crecimiento y fueron osmoremediables. Ademas, en varios de esos
mutantes se ha comprobado que varié la composicion de los polisacaridos de su
pared celular e incluso presentaron un incremento de sensibilidad a CFW, CR y
SDS. Esto demuestra que ante una incorrecta glicosilacion de proteinas se
producen ciertos mecanismos compensatorios para refortalecer y estabilizar a las
células. Por ejemplo, los mutantes de PMTA (PMT2) en A. nidulans mostraron un
mayor contenido de quitina y una disminucién de los glucanos de la pared celular,
y una mayor sensibilidad a CFW y CR (Shaw y Momany, 2002; Oka et al., 2004;

Oka et al, 2005). En base a nuestros resultados con el mutante PDEH515 se
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podria inferir un mismo comportamiento, aunque seria necesario realizar un
andlisis cuantitativo de los componentes de su pared celular para confirmar esta

hipotesis.

Una de las caracteristicas fenotipicas mas relevantes del mutante PDEH515
fue la drastica disminucidn en esporulacion (Figura 57), que no se pudo recuperar
con sorbitol (Figura 59). El fenotipo de baja esporulacion se corrobord por
microscopia con el desarrollo y formacion andmala de conididforos que conlleva
una muy reducida formacion de conidios (Figura 62). También se ha comprobado
que los transcritos de PdigPMT1, PdigPMT2y PdigPMT4 se incrementaron con el
tiempo durante su crecimiento en medio PDA y que coincidieron con la mayor
esporulacion del hongo, presentando la maxima induccion con el gen PM72 (Figura
48), lo que es consistente con los defectos observados en la esporulacion del
mutante PDEH515. Estos datos sugieren que el gen PdigPMTZ2 participa en el
proceso de conidiogénesis y que este defecto en esporulacion no se revierte bajo
condiciones osmoestabilizadoras. Aunque nuestros resultados con el mutante
PDEH515 no pueden desvelar cual es el mecanismo por el que PMT72 afecta la
esporulaciéon de P. digitatum, existen distintas alternativas. La mas obvia y directa
es de tipo estructural, e implica que la no glicosilacion de proteinas especificas de
pared afecta negativamente al desarrollo de conidiéforos, de forma analoga a
cémo afecta a la integridad de la pared celular. El fuerte incremento de expresién
que hemos observado para PdigPMT2 en cultivo y durante la infeccion apoyaria

esta alternativa estructural.

Pero varios estudios sugieren una implicacion mas sutil de los genes PMT
en la conidiogénesis de hongos filamentosos, y relacionada con la sefializacion. La
disrupcion de los genes PMT en el hongo A. nidulans también provocaron una
severa reduccién en la conidiogénesis que tampoco fue osmoremediable y que
estuvo asociada con una formacion anormal de conidiéforos (Goto et al, 2009;
Kriangkripipat y Momany, 2009). En A. fumigatus, el mutante de Apmi4 y la
expresion reducida de PM72 también presentaron fenotipos de baja esporulacién
(Fang et al, 2010; Mouyna et al, 2010). Por otro lado, se ha descrito que la

disrupcion de las proteinas WscAp y WscBp en A. nidulans afectd negativamente el
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crecimiento y la esporulacion del hongo, presentando defectos fenotipicos similares
a los encontrados con los mutantes en sus genes PMT (Futagami et al, 2011).
Estas proteinas son homdlogas a Wsclp y Wsc4p de la familia de proteinas WSC
de S. cerevisiae, y son fuertemente glicosiladas por PMTA (PMT2) y PMTC (PMT4)
de A. nidulans (Goto et al, 2009; Futagami et a/., 2011), similar a lo descrito en
levadura (Philip y Levin, 2001; Lommel et a/., 2004). La familia de proteinas WSC
(Wsclp, Wsc2p, Wsc3p y Wsc4p) y Mid2p estan localizadas en la membrana
plasmatica y actlan como moléculas mecanosensoras de la cascada de
sefalizacion de integridad de pared celular (CWI) (Philip y Levin, 2001; Levin,
2005). De acuerdo con ello, el mutante ApmtZ2pmt4 de levadura provocd una
glicosilacién defectuosa de esas proteinas afectando la activacion de la ruta CWI
(Lommel et al, 2004). Se ha demostrado recientemente que los hongos
filamentosos conservan la familia WSC, mientras que no existen homologos a
Mid2p (Rispail et a/, 2009). Ademas, estas proteinas son responsables de la
senalizacion a los eslabones inferiores de las cascadas MAP quinasas que se han
relacionado con conidiogénesis, morfogénesis y virulencia (Rispail et a/., 2009). Se
podria proponer un mecanismo similar para P. digitatum, donde el gen PdigPMT2
estaria glicosilando alguna de estas proteinas sensoras que activen las rutas
implicadas en conidiogénesis. La alteracion del desarrollo de conidiéforos desde

sus fases iniciales (Figura 62) apoyaria esta alternativa de sefalizacion.

2.4. Implicacion del gen PdigPMT2 en la actividad de PAF26 sobre
P. digitatum

Nuestros resultados previos indican que la expresion de los genes PMT de
S. cerevisiae no cambia por exposicion al péptido PAF26, a pesar de la marcada
resistencia de sus deletantes, y en concreto de Apmt2 (Carmona y Marcos, datos
no publicados). Curiosamente, y por el contrario, se ha demostrado una
considerable represion de la expresion de los genes PdigPMT1, PdigPMT2 y
PdigPMT4 en el hongo PA. digitatum expuesto a concentraciones crecientes de
PAF26 (Figura 50). Es muy relevante mencionar que hemos detectado una
induccién de genes de biosintesis de quitina (CHS) en las mismas condiciones

experimentales (Gandia y Marcos, datos no publicados). Previamente se habia
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demostrado que en el micelio del hongo tratado con PAF26 se producian
alteraciones morfoldgicas y un incremento en la tincién con CFW, relacionadas a
una mayor deposiciéon de quitina en las células expuestas al péptido (Munoz et al,,
2006) que serian consistentes con el mencionado aumento de genes CHS. Estos
resultados indican que se produce una remodelacion de la estructura de la pared

celular del hongo como consecuencia de la interaccion con el péptido.

Existen investigaciones que demuestran cambios en la composicion de la
pared celular de otros hongos expuestos a proteinas antifingicas. Por ejemplo se
ha comprobado un aumento de quitina en los mutantes del gen quitin-sintasa clase
1 (Achsi) de levadura y clase 5 de AchsV de A. oryzae y F. oxysporum tratados
con la proteina AFP de A. giganteusy para la cual habian presentado fenotipos de
menor sensibilidad (Ouedraogo et a/,, 2011). Esto sugiere que el refortalecimiento
de la pared celular de los hongos con quitina es un mecanismo general protector a
la toxicidad antifingica de péptidos o proteinas antifingicas (Ouedraogo et al.,
2011). Previamente se habia demostrado la inhibicién en la sintesis de quitina en
los hongos de fenotipos sensibles (A. oryzae y F. oxysporum) tratados con la
misma proteina antifungica (Hagen et a/, 2007). Mediante tincién con CFW, se
constatd que las hifas de A. nidulans tratadas con la proteina antifingica PAF de
P. chrysogenum fueron menos fluorescentes, lo que indicaria una reduccion en
quitina, aunque esto no se pudo corroborar con cambios en la expresidon génica de
genes de biosintesis de quitina (Binder et &/, 2010b). Esto es opuesto a lo

caracterizado en A. digitatum expuesto a PAF26 (ver mas arriba).

Se sabe que la pared celular de los hongos es una excelente diana para el
desarrollo de nuevos antifingicos. En este sentido, las proteinas PMT que acttan
como factores de virulencia en hongos patdgenos como C. albicans (Timpel et al.,
1998; Timpel et al, 2000; Ernst y Prill, 2001), y U. maydis (Ferndndez-Alvarez et
al, 2009) se convierten en prometedoras dianas moleculares para el disefio de
nuevos compuestos antifingicos para su control. Como ya hemos discutido, la
glicosilacién de proteinas en levadura es uno de los procesos celulares que
intervienen en su sensibilidad frente a PAF26 y otros péptidos antifungicos. De

acuerdo con ello, se ha comprobado que los conidios del mutante PDEH515
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también fueron resistentes a la actividad fungicida del péptido (Figura 67) de
forma similar a como se habia mostrado con Apmt2 de S. cerevisiae. Sin embargo,
esta mayor resistencia del mutante PDEH515 no se pudo confirmar en los ensayos
de inhibicién del crecimiento, obteniéndose valores MIC del péptido similares que
con la cepa PHI26 (Figura 66). Aunque hay que tener en cuenta que el reducido
crecimiento de PDEH515 podria estar afectando estos experimentos. La resistencia
caracterizada en los mutantes de PM72 en levadura y P. digitatum indican que la
glicosilacién de proteinas influye sobre la actividad antifingica de PAF26 en ambos
organismos. Por ello, se tiene previsto evaluar en el futuro si mutaciones al azar
gue aumenten la resistencia al péptido conllevan la generacién de mutaciones en

los genes PMT.

En relacion a la sensibilidad de mutantes en genes PMT de otros hongos
filamentosos frente a péptidos antimicrobianos, existe muy poca informacion
disponible. Se ha comprobado que la disrupcion de PMT4 en A. fumigatus (Mouyna
et al, 2010) y de PMT1y PMT4 en A. nidulans (Goto et al., 2009) provocaron una
mayor sensibilidad frente al lipopéptido equinocandina y otros compuestos
relacionados. En varios estudios se ha determinado que las equinocandinas activan
las cascadas relacionadas con CWI y ruta HOG en S. cerevisiae (Reinoso-Martin et
al, 2003) y C albicans (Liu et al., 2005) lo que sugiere un efecto sobre la pared
celular tal y como ocurre con PAF26. En A. fumigatus se ha demostrado que la
mayor sensibilidad a caspofungina del mutante Apmit4 estuvo asociada con la
induccién de los genes CWH43, PKC1, y SAKA que participan en dichas rutas de
sefializacion y no necesariamente al contenido de B-1,3-glucanos, que es la diana
de las equinocandinas (Mouyna et al, 2010). Las proteinas sensoras Wsclp y
Mid2p de levaduras que transmiten las sefiales de estrés al CWI también median la
tolerancia a equinocandinas y como se ha descrito previamente son glicosiladas
por PMT2 y PMT74. El mutante Amid2 mostro una mayor sensibilidad a
caspofungina, mientras que existen ciertas controversias con el fenotipo del
mutante Awscl ya que en algunos estudios fue hiperresistente (Lesage et al.,
2004; Markovich et al., 2004) y en otro estudio independiente fue sensible a este
compuesto antifingico (Reinoso-Martin et a/., 2003). Nuestro grupo ha encontrado

que el mutante Amid2 de S. cerevisiae tuvo un fenotipo levemente resistente a
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PAF26 (Lopez-Garcia et al., 2010a) y se prevé analizar en el futuro el impacto de
WSC sobre la sensibilidad al péptido. Estos resultados indican que estas proteinas
sensoras y muy glicosiladas estan involucradas en la respuesta de la célula a varios
compuestos antifungicos, incluidos péptidos, de forma analoga a como hemos
discutido anteriormente en conidiogénesis.

En esta tesis se ha determinado que la toxicidad de PAF26 sobre los
conidios del hongo disminuye al utilizar un estabilizador osmético (sorbitol), ya que
el porcentaje de viabilidad obtenido de la cepa silvestre (PHI26) aumenta y se
iguala con el del fenotipo resistente de PDEH515 (Figura 67). Esto se relaciona con
nuestros datos de expresién génica de la cepa PHI26 crecida en PDA con sorbitol
con la induccion de genes PMT (Figura 48) y represion de CHS (Gandia et al.,
2012), y que fueron opuestos durante la exposicion con el péptido (Figura 49 y
datos no publicados), lo que podria explicarse en cierta manera como que el
osmoestabilizador influye en la composicion de la pared celular de forma opuesta a
como lo hace el péptido, contrarrestando su accién. Ademas, se ha demostrado
que los fenotipos resistentes de CHS de A. oryzae (clase 111 AchsBYy clase V AchsV)
y F. oxysporum (AchsV) frente a la proteina AFP de A. giganteus no cambiaron en
presencia de sorbitol (Hagen et a/., 2007), igual que ocurre con la resistencia del
mutante PDEH515 y PAF26. Por el contrario, el sorbitol favorecio la penetracién y
actividad antifingica de histatina 5 sobre C. albicans, mientras que el NaCl tuvo un
efecto opuesto (Jang et al/, 2010). La adicion de sorbitol también redujo la
actividad antifingica de la proteina AFPyys3s3 de A. giganteus sobre el hongo
A. nidulans (Binder et al., 2011) y de la defensina Pn-AMP1 sobre levaduras (Koo
et al, 2004). Estos datos en su conjunto demuestran la participacion de la
integridad de la pared celular en el mecanismo de acciéon de péptidos o proteinas

antifingicas, incluyendo a PAF26.

2.5. Participacion de los genes PMT en la infeccion de P. digitatum

sobre frutos citricos

La O-glicosilacion de proteinas se ha relacionado con la virulencia de
patdgenos fungicos, tanto en hongos que afectan a humanos (Goto, 2007,

Lengeler et al, 2008) como a plantas (Fernandez-Alvarez et al, 2009). En esta
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tesis se ha demostrado que los genes PMT participan durante el progreso de la
infeccion de P. digitatum sobre naranjas. Los transcritos de los tres genes PMT se
detectaron a 48 hpi sobre naranjas (Figura 51). Fundamentalmente PdigPMT2
pero también PdigPMT4 tuvieron la mayor induccidn durante la infeccidn,
coincidiendo con una mayor esporulacion del hongo sobre los frutos infectados. La
disrupcion del gen PdigPMT2 disminuyd la virulencia de P. digitatum y ademas no
hubo esporulacion del hongo sobre los tejidos infectados (Figura 68). Estos datos
resaltan la importancia del gen PdigPMTZ2 para la virulencia de este hongo
fitopatdgeno y ademas, estarian de acuerdo con su papel en conidiogénesis tal y
como se lo ha discutido previamente. La reduccion en virulencia del mutante
PDEH515 podria deberse a su lento crecimiento vegetativo que limitaria la
extension de sus hifas y la colonizacion de los tejidos del huésped. Hasta la fecha
no existen ejemplos que vinculen la disrupcién del gen PM72 con la virulencia de
patdgenos flungicos, puesto que como ya hemos mencionado su disrupcion causa
un fenotipo letal en muchos casos. En distintos estudios previos con C. albicans se
ha comprobado que los genes PMT1, PMT4y PMT6 se requieren también para su
completa virulencia (Timpel et al, 1998; Prill ef al, 2005). Este fenotipo de
reducida virulencia se ha relacionado con una menor adherencia sobre el tejido del
huésped debido a defectos en la glicosilacién de proteinas como Alslp, Kre9p y
Pir2p para ApmtI o Sec20p y AxI2p para Apmit4 (Timpel et al., 1998; Timpel et al.,
2000; Weber et al., 2004; Prill et al, 2005). La disrupcion de los genes PMT1 y
PMT4 en C. neoformans también provocd una reduccion en la virulencia que fue
asociada con una menor diseminacion por el huésped debido a una separacion
celular defectuosa (Olson et al, 2007). En cambio, la disrupcién de los genes
PMT1y PMT4 en A. fumigatus no afectd su virulencia (Zhou et a/., 2007; Mouyna
et al, 2010). Los datos sobre implicacion en virulencia en el ambito de la
fitopatologia son todavia mas escasos. En este sentido, la disrupcion del gen PMT4
de U. maydis afectd negativamente en la patogénesis de este hongo bidtrofo sobre
maiz ocasionando que sea incapaz de producir tumores (Fernandez-Alvarez et al,
2009). Se ha comprobado que el mutante Apmit4 en U. maydis tuvo afectada la
formacion de apresorios y la penetracion en los tejidos vegetales. Recientemente

se ha demostrado que Apmit4 en U. maydis tiene defectos en la adhesion celular
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(Ferndndez-Alvarez et al, 2012). El gen ALGZ2, involucrado en las etapas iniciales
de N-glicosilacion también fue necesario para la patogenicidad de
Mycosphaerella graminicola ya que el mutante Aalg2 fue menos infectivo sobre
hojas de trigo y estuvo asociado al defecto de transicién del crecimiento
levaduriforme a hifal que se constituye en uno de los factores claves para la

infeccion de este fitopatdgeno (Motteram et al,, 2011).

Se sabe que los tejidos de los frutos infectados producen especies
reactivas de oxigeno (ROS) como una respuesta de defensa contra el ataque de
P. digitatum (Macarisin et al,, 2007). El hongo suprime la produccion de ROS por
parte del fruto. En esta tesis se ha demostrado que los genes PdigPMT2 y
PdigPMT4 se inducen durante el crecimiento en medio PDA con H,0,, mientras que
PdigPMT1 se reprime (Figura 49). Ademas se ha identificado que las regiones
promotoras de PdigPMT1y PdigPMT2 presentan posibles sitios de union al factor
de transcripcion Yap1p involucrado en la respuesta a estrés oxidativo (Figura 38).
Sin embargo, y en ausencia de datos funcionales de los promotores, no esta clara
la implicacion de estos sitios de unién en esta respuesta, ya que PdigPMT1 se
reprime y PdigPMT2 se induce en estrés oxidativo, mientras que PdigPMT4 no
parece tener sitios de union a Yaplp. En base a nuestros datos, si se podria
establecer que los genes PMT participan de alguna manera en la respuesta frente
al estrés oxidativo. Esto se ha corroborado con la disrupcién del gen PdigPMT2, ya
que el mutante PDEH515 fue levemente resistente frente a H,O, (Figura 65). Por
otra parte, y teniendo en cuenta estos resultados, se puede afirmar que la
reducida virulencia del mutante PDEH515 no se debe a una mayor sensibilidad a
las ROS producidas por los frutos citricos infectados. Esto es similar a lo
encontrado con el mutante Apmt4 en U. maydis cuyo fenotipo de reducida
patogenicidad tampoco es debido a la producciéon de ROS por parte del huésped
(Fernandez-Alvarez et al,, 2009); el uso de un inhibidor de la NADPoxidasa de
planta implicada en la formacién de ROS no contrarrestd la menor virulencia del

mutante mientras que si lo hizo con el mutante Ayap1.

Existen evidencias que demuestran que parte de los fenotipos de virulencia

reducida caracterizados en los mutantes PMT7T se deben a defectos en la
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glicosilacién de ciertas proteinas que activan las cascadas de sefalizacion celular
implicadas en patogenicidad. Por ejemplo, el mutante Apmit4 de U. maydis provoca
una glicosilacion defectuosa de la mucina de membrana Msb2p, que participa en la
activacion de la cascada MAP quinasa involucrada en la formacion de apresorios
(Ferndndez-Alvarez et al, 2012). La delecién del gen MSB2 en F. oxysporum
resultd en un fenotipo de menor virulencia sobre plantas de tomate (Pérez-Nadales
y Di Pietro, 2011). Este estudio demostré que el mutante Amsb2 tuvo defectos en
la penetracion y colonizacion de los tejidos del huésped y reveld que esta mucina
hiperglicosilada también activa la cascada MAP quinasa a través de la fosforilacion
de Fmkl1p, siendo este ultimo necesario para el crecimiento invasivo y patogénesis
de este hongo fitopatdgeno. En C. albicans se ha demostrado una interconexion
entre componentes de las cascadas MAP quinasas y los defectos de glicosilacion,
ya que la sobreexpresién de Ceklp y Tpk2 en los mutantes PMT restaurd la
formacion de sus hifas, uno de los factores de virulencia clave de este patdgeno en
humanos (Timpel et al., 1998; Timpel et al., 2000; Ernst y Prill, 2001). Se prevén
futuros estudios para identificar las posibles proteinas O-glicosiladas por PdigPmt2p
con el objeto de conocer cdmo intervienen en la interaccion de patosistema
P. digitatum-Citrus sp, en la morfogénesis y virulencia del hongo y en su
sensibilidad a péptidos antifiingicos, poniendo énfasis en proteinas tanto de pared

celular como de sefializacion.

A modo de resumen, en la Figura 75 se muestran las funciones inherentes
al gen PdigPMT2 en P. digitatum en base a los resultados descritos en esta tesis
con el mutante PDEH515 y en comparacion al fenotipo de la cepa silvestre PHI26.
Se ha comprobado que PdigPMT2 es necesario para el crecimiento normal y
determina la sensibilidad del hongo frente compuestos antimicrobianos como
blanco de calcofluor, rojo Congo, y el péptido antifiingico PAF26. Se han observado
varios defectos morfoldgicos en el micelio del mutante PDEH515 relacionados con
una polaridad defectuosa y un desarrollo andmalo de conidiéforos que fue
claramente correlacionado con su baja tasa de esporulacion. Finalmente, se ha
demostrado que el mutante PDEH515 tuvo una fuerte reduccion en la virulencia

sobre frutos citricos.
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Figura 75. Efecto de la disrupcion de PdigPMT2 sobre distintos procesos bioldgicos de

P. digitatum.

Se muestran fotografias representativas del disrupto PDEH515 (panel derecho) y
comparado con PHI26 (panel izquierdo). Notese los defectos de crecimiento y
esporulacién del mutante PDEH515, su mayor sensibilidad a compuestos antiflingicos y
su resistencia a PAF26, como también sus alteraciones morfdlogicas y su menor
virulencia sobre naranias.
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CONCLUSIONES

1.

La interaccion de PAF26 con S. cerevisiae es consistente con los
resultados previos de N. crassa y define al menos tres etapas en el
mecanismo antifingico del péptido: interaccion con las envueltas

celulares, internalizacion y localizacion en vacuolas, y muerte celular.

La existencia de una pared celular funcional en S. cerevisiae es necesaria

para la interaccion e internalizacion, y por tanto toxicidad de PAF26.

El motivo catidnico de PAF26 es necesario para la interaccion con
S. cerevisiae, mientras que los residuos de triptdfano son necesarios para

la internalizacion celular.

El gen de N-glicosilacion de proteinas FOSI esta implicado en la
internalizacidon de PAF26 en S. cerevisiae, mientras que el gen de la
biosintesis de arginina ARG! esta implicado en la toxicidad intracelular y

la localizacion en vacuolas.

La familia PMT en el hongo fitopatdgeno P. digitatum esta constituida por
tres proteinas PdigPmtlp, PdigPmt2p y PdigPmt4p que representan un
miembro para cada subfamilia, de forma similar a lo que ocurre con otros

hongos filamentosos.

El gen PMT2 de P. digitatum complementa funcionalmente el fenotipo de
sensibilidad a blanco de calcoflior de la cepa deletante Apmt2 de

S. cerevisiae.

Los tres genes PdigPMT se expresan durante el crecimiento vegetativo, la

esporulacién y la infeccion sobre frutos de naranjas.

La expresion de los genes PdigPMT se reprime en cultivos del hongo
expuesto al péptido PAF26, mientras que en general se induce bajo

condiciones de estrés osmético y oxidativo.

El gen PdigPMTZ2 es necesario para la correcta estructura de la pared

celular, el crecimiento vegetativo, la polaridad y la conidiogénesis de
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10.

P. digitatum. Probablemente como consecuencia de todo ello, este

mutante se caracteriza por una virulencia reducida sobre frutos citricos.

Los conidios del mutante PDEH515 fueron mas resistentes a la actividad
fungicida de PAF26, de forma andloga a lo que ocurre con la cepa

deletante Apmt2 de S. cerevisiae.
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