gfe ©
' . UNIVERSITAT 'lul lata

ROVIRA | VIRGILI

Instituto de Agroquimica
y Tecnologia de Alimentos

Trabajo de final de grado

Proteinas antifungicas de Penicillium
expansum: produccion, evaluacion
frente a podredumbres de manzanay
potencial efecto sinérgico

Ana Monge Escartin

Doble grado de biotecnologia y bioquimica y biologia molecular

Tutor académico: Maria Montserrat Poblet Icart

Tutores de la entidad colaboradora: Paloma Maria Manzanares Mir y José Francisco
Marcos Lopez

Tarragona, septiembre de 2019

Universitat Rovira i Virgili



NDICE

RESUIMEN ...ttt ettt e e e e s e sttt e e e e e e s e s s betaeeeeessasnsbbaaeeeeeseasssseaaeaeeessanannns 2
DATOS DEL CENTRO.......cooiiiiiiiieiieeiie ettt ettt e sb e shtesatesate e bt e sbeesbeesaeesatesane e b e e be e beenbeesneesneesareenneens 3
INTRODUGCCION .....coouuiniiniiiiimineisetet ittt 4
Las infecciones fungicas y la necesidad del desarrollo de nuevos antifungicos...........cccccceeeeeennns 4
Proteinas antiflingicas como alternativa a 1os fungicidas .........cccccvevvciieiiiriiei e, 5
PeniCilliUm @XPONSUIM .........ccuveeieiiiee e e ettt e e ecttee e e eette e e e e tae e e e sbtaeeesbteeesesbteeeesnsaeaeesastaeeesassaeasanns 6
AFPS de PeniCillium @XPANSUIMN .............oeeecuveeieieeeeeciieeeeeiteeeesaee e e siaee e e s sraeeeeabaeeeesbaeesennseeesennsens 7
Efecto de las AFPs en ensayos de ProteCCion iN VIVO .........cceeeeecueeeeeciiee e et evae e e 9
ProducCion de [as AFPS.......o.eii ittt ettt sttt ettt e st e e st esbee e st e e sbee s sabeesbeeesareenas 10
HIPOTESIS.......ouitteeiciiee st 11
OBUETIVOS.......eoeieiite ittt ettt ettt e bt e s bt s at e s at e et e e beeeb e e sbeesatesasesabeeabee bt e sbeesbeesatesnseenneens 11
MATERIALES Y IMETODOS.........cuvmimimirtieintintintensis i i s ssesse sttt ssenns 12
Cepas, medios y condiciones de CUMIVO..........eiiiiciiiiicic e 12
Purificacion de 1a proteina PEAFPA ....eeii it e e e baa e e eans 12
Produccidn de AFPs en tejido de manzana infectado por P. expansum. ...........ccccceeecvveeeeecieennnnns 13
WESTEIN DIOT .ttt s h e st sat e et b e b e e be e sbeesateenreeneeens 14
Ensayo de actividad antifungica in vivo: infeccidn en manzanas.......c.ccceeecveeeeeciieeeecieee e 15
Ensayo de actividad antifingica in Vitro..........ooccveiiiiciiii it 15
RESULTADOS ...ttt ettt ettt st st et e bt e b e s bt e s ae e st e e bt e bt e s be e smeesaee et e eaneenneesneesanesane 17
Produccion de 1as AFPS d@ P. @XPANSUM .........ccccuueeeeeitiieeeeciieeeeecieeeeectteeeeeeteeeeeessseeeesesteeeesassaeaeanes 17
VT T or= Yol o o Jo [N o=V 7 ) SRRt 23
Ensayos de infeccion SODIre ManzZanas.......c..eeiiccuiieeicciiie ettt ete e e eette e e e e tee e e e e ebteeeeeraeeaeeaes 26
Ensayos de SinNergia d@ AFPS i VItrO ........occueeiieciieiiccieee ettt esttee e seitee e st e e s svtae e s sbtae e s svaaeeeenes 27
DISCUSION .....oouvmiiniimimritieiseeie ittt bbbt 33
CONCLUSIONES ...ttt ettt ettt s e s bt e at e et e e be e sbeesbeesatesatesabeeabe e beenbeesbeesneesaeeenseeseans 35
AGRADECIMIENTOS.......cooiiiiiiiitteie ettt e e e e e ettt e e e e e s e s enabeeteeeeeesaassbeteeeeeeesansnreeeeaeesasannneneeens 36
BIBLIOGRAFIA ..ottt bbb 37
AUTOEVALUACION ..ottt ae sttt s e s et a s ae s s s s st s s ssaneas 39



RESUMEN

La escasez de fungicidas y la aparicion de resistencias a los mismos hacen necesaria la
busqueda de nuevas moléculas antiflngicas con nuevos modos de accién. Las proteinas
antifungicas (AFPs) producidas por hongos filamentosos son proteinas pequefias, altamente
estables, catidnicas y ricas en cisteinas, y que tienen un gran interés biotecnolégico porque
muestran una elevada capacidad antifingica. Penicillium expansum es un hongo
fitopatégeno que causa la enfermedad del moho azul en diversos frutos y vegetales y
codifica en su genoma tres AFPs llamadas PeAfpA, PeAfpB y PeAfpC. PeAfpA es la Unica que
ha sido detectada hasta la fecha en los sobrenadantes de cultivo de P. expansum y ha
demostrado una actividad relevante frente a diferentes fitopatdgenos incluido el propio

hongo.

Con el objetivo de profundizar en la caracterizacion de las tres AFPs de P. expansum se han
llevado a cabo nuevos ensayos sobre su produccién y actividad antifungica. Ademas de
producir PeAfpA, se ha detectado por primera vez la proteina PeAfpC en medio YPD
independientemente de su fuente de carbono, siendo ademds la primera vez que se
describe la produccidon simultanea de dos AFPs de distinta clase filogenética por la misma
cepa. En cambio, no se ha detectado ninguna de las tres AFPs durante infeccién de
P. expansum en manzana. En cuanto a la capacidad antifiingica, PeAfpA no ha demostrado
tener un efecto protector determinante frente a la infeccién de P. expansum en ensayos
sobre manzana, poniendo de manifiesto la falta de correlacidn con los ensayos
antimicrobianos in vitro. Por ultimo, PeAfpA ha demostrado tener un efecto antifungico
sinérgico cuando se combina con PeAfpB y con PdAfpB de P. digitatum en ensayos in vitro,
lo que sugiere las combinaciones de AFPs como una posible estrategia futura para aumentar

su actividad y posibilitar su aplicacion.

Palabras clave: Proteinas antifungicas, hongos fitopatdgenos, Penicillium expansum,

produccién, manzana, sinergia.



DATOS DEL CENTRO

Este trabajo de fin de grado se ha basado en unas practicas extracurriculares realizadas en
el Instituto de Agroquimica y Tecnologia de los Alimentos (IATA), un centro de investigacion
que fue creado en 1966 en Paterna (Valencia). EI IATA forma parte del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC), la principal instituciéon publica para la investigacion

cientifica y el desarrollo tecnoldgico en Espaia.

El objetivo del IATA es llevar a cabo investigacion de excelencia sobre la produccién de
alimentos de calidad de forma sostenible, su seguridad, impacto sobre la salud y aceptacién
por el consumidor. El IATA participa en proyectos de [+D+i que cuentan con financiacion
tanto a nivel nacional como europeo e internacional. Asimismo, el IATA trabaja
estrechamente con la Industria Alimentaria en el disefio y el desarrollo de nuevos
productos, procesos y servicios, y en la mejora de los existentes y participa en la formacion

de estudiantes de grado y posgrado.

Las investigaciones del IATA se agrupan en cuatro grandes lineas de investigacién:
innovacion en alimentos y procesos; seguridad y conservacion de alimentos; dieta,
microbiota y salud y biotecnologia de alimentos. Las practicas se desarrollaron en el
departamento de biotecnologia de alimentos, que se dedica a la investigacidén orientada a
comprender las bases fisiolégicas y moleculares de la accidn de organismos y moléculas en
la produccién de alimentos con el objetivo del desarrollo de nuevos procesos que mejoren
la calidad, seguridad y vida media de los alimentos. En concreto, las practicas se
desarrollaron en el grupo de investigacion Proteinas y Péptidos Bioactivos de Interés en
Agroalimentacion a cargo de los doctores Paloma Maria Manzanares Mir y José Francisco
Marcos Lépez, que se centra en la identificacion, caracterizacién y desarrollo de péptidos
antimicrobianos y antifungicos de aplicacion en el d&mbito agroalimentario,

fundamentalmente con actividad frente a hongos filamentosos.



INTRODUCCION

Las infecciones fungicas y la necesidad del desarrollo de nuevos antifungicos

Las infecciones causadas por hongos patégenos ponen en riesgo la salud humana, el medio
ambiente y la produccidn y seguridad de alimentos. El impacto de las infecciones fungicas
en humanos varia desde las infecciones superficiales, que afectan a un 25% de la poblacién
mundial, hasta las infecciones invasivas, que presentan indices de mortalidad superiores al
50% y provocan un numero de muertes superior a las causadas por la malaria o la
tuberculosis. El sistema inmune de los individuos sanos tiene mecanismos efectivos para
prevenir las infecciones fungicas; no obstante, el incremento en las ultimas décadas de
pacientes inmunodeprimidos, debido a infecciones (VIH/SIDA), a modernas terapias
inmunosupresoras y a intervenciones médicas invasivas ha intensificado la necesidad de
nuevos antifungicos y el interés en la investigacidn de las infecciones flngicas (Brown et al.,

2012).

En el campo de la agricultura, los hongos son los principales patégenos de los vegetales en
cultivo, y en el caso de frutos ya cosechados provocan pérdidas de hasta un 30% de los
mismos, y por tanto tienen un enorme impacto econémico. Por ello, minimizar las pérdidas
postcosecha es una manera muy efectiva de aumentar la disponibilidad de alimento y
reducir el drea necesaria para su produccién. Ademas, los hongos de los géneros Penicillium,
Aspergillus 'y Alternaria, tipicos causantes de enfermedades flngicas, producen
micotoxinas, sustancias que en caso de ser ingeridas pueden provocar graves consecuencias

para la salud en animales y humanos (Errampalli, 2014).

Por todo lo anterior, el mercado global de antiflingicos esta en continuo crecimiento. Los
antifungicos utilizados actuan principalmente sobre la biosintesis de ergosterol, la sintesis
de la pared celular y mediante la disrupcién de la membrana plasmatica. Estos antifingicos
tienen varios inconvenientes en términos de toxicidad, espectro de actividad, seguridad y
propiedades farmacocinéticas y, ademas, en los ultimos afios se ha incrementado la

aparicion de cepas resistentes, de forma andloga a lo que ocurre con los antibidticos



antibacterianos, por lo que existe una necesidad urgente de desarrollar nuevos agentes
antifungicos. No obstante, a diferencia de otros patdgenos, los hongos son eucariotas y
evolutivamente cercanos a los seres humanos, por lo que posibles nuevas dianas de
actuacién se encuentran también en humanos, impidiendo su uso y, de hecho, se han
desarrollado muy pocos compuestos con modos de actuacidon novedosos en los ultimos

afios (Campoy y Adrio, 2017).

Proteinas antifungicas como alternativa a los fungicidas

Las proteinas antimicrobianas (AntiMicrobial Proteins, AMP) son proteinas producidas por
organismos procariotas y eucariotas inferiores y superiores. En organismos multicelulares,
las AMPs constituyen un mecanismo primitivo de inmunidad innata para proteger a sus
huéspedes del ataque de microorganismos y, en organismos inferiores, las AMPs suponen
una ventaja para competir con organismos con requerimientos ecoldgicos y nutricionales
similares. Ademads de su funciéon antimicrobiana, otras funciones muy diversas se han
atribuido a distintas AMPs, tales como la sefializacion o el control en el desarrollo y
proliferacién celular. A pesar de la enorme diversidad en funcidn, estructura, espectro
antimicrobiano y mecanismo de accidon de las AMPs, la mayoria suelen ser pequenas
(5-8 kDa) y de caracter catidnico. Las AMPs han sido propuestas como candidatas
prometedoras para el desarrollo de nuevos compuestos y terapias antimicrobianas

(Hegedus et al., 2013).

Un tipo de AMP son las llamadas proteinas antifungicas (AFPs) de origen fungico, que son
producidas y secretadas en grandes cantidades por hongos filamentosos ascomicetos,
principalmente de los géneros Aspergillus y Penicillium, y exhiben actividad antifungica a
concentraciones en el rango micromolar (Hegedis et al., 2013). Las AFP son proteinas
pequefias (~50 aminodcidos), ricas en cisteinas (Cysteine-Rich Proteins, CRP), con una
estructura en laminas B estabilizada por puentes disulfuro, que les confiere una alta
estabilidad, y estan filogenética y estructuralmente relacionadas con las proteinas del tipo
defensinas, producidas por plantas y animales de escala filogenética muy distinta. El modo

de accién de las AFPs todavia no esta claro y varia en funcién de la proteina, pero estd



relacionado con la internalizacion de la AFP o la interaccidn de esta con la pared celular o la
membrana plasmatica del hongo diana, provocando cambios en las cascadas de
sefializacion, en el transporte de iones y/o en el potencial de membrana, induciendo la
pérdida de integridad de dichas envolturas, la generacién de especies reactivas de oxigeno

y, consecuentemente, la muerte celular (Garrigues et al., 2016).

El grupo en el que se ha realizado este trabajo ha propuesto una clasificacién de las AFPs en
tres clases: A, B y C, basandose en un analisis filogenético de las AFPs y de las secuencias
tipo AFP disponibles y en otros criterios estructurales (Garrigues et al., 2016). Las AFPs
mejor caracterizadas pertenecen a la clase A, incluidas las proteinas PAF de Penicillium
chrysogenum y la AFP de Aspergillus giganteus. Los hongos tienen en su genoma un niumero
variable de genes afp, entre uno y tres. El hongo filamentoso Penicillium digitatum,
patdégeno comun de frutos citricos, contiene Unicamente un gen afp correspondiente a la
clase B, que codifica para la PdAfpB, proteina que ha sido caracterizada por el grupo
(Garrigues et al., 2018). PdAfpB es una proteina con un elevado interés biotecnolégico por
su capacidad antifungica potente frente a hongos fitopatdgenos en ensayos in vitro, incluido
su mismo hongo productor, P. digitatum. Por su parte, el hongo patdégeno Penicillium
expansum contiene en su genoma tres genes afp, correspondientes a las tres clases, A, By

C (Garrigues et al., 2017).

Penicillium expansum

Penicillium expansum es un hongo filamentoso patdégeno que causa la enfermedad del
moho azul en diversos frutos y vegetales, siendo uno de los patégenos mas importantes a
escala mundial en el fruto de la manzana. P. expansum es un microorganismo con
distribucién mundial y que generalmente se puede encontrar en la materia organica en
descomposicion y en el suelo de los huertos. Aunque puede acumularse en forma de
esporas en las superficies de las frutas e infectarlas durante la etapa de cultivo, la mayoria
de las infecciones ocurren durante la etapa de postcosecha y almacenaje a través de aire o
de agua. A diferencia de otros hongos patdgenos, P. expansum es incapaz de penetrar la

epidermis intacta de frutas y vegetales, por lo que requiere la presencia de areas dafiadas



para penetrar e infectar al huésped. Los primeros sintomas de la enfermedad implican
lesiones suaves con un ligero pardeamiento y maceracién, y con el tiempo las lesiones se
cubren de los conidios de color azul verdoso producidos por P. expansum, motivo por el que
la enfermedad recibe el nombre de moho azul (Figura 1). Ademas, P. expansum produce
micotoxinas, como la patulina y la ocratoxina A, que contaminan las frutas infectadas y

representan un serio riesgo para la salud (Errampalli, 2014).

Figura 1. El hongo Penicillium expansum patégeno postcosecha de manzana. (A) Fruto
de manzana infectado por P. expansum. (B) Crecimiento del hongo en placa de cultivo
Patata-Dextrosa-Agar (PDA).

Los fungicidas quimicos son el método principal para controlar las infecciones de moho azul
causadas por P. expansum en frutas, principalmente los fungicidas de la clase de los
benzimidazoles, como el tiabendazol. Sin embargo, su excesivo uso ha provocado la

aparicién de cepas resistentes (Errampalli, 2014).

AFPs de Penicillium expansum

P. expansum contiene en su genoma tres genes que codifican para tres AFPs de las tres
clases A, B y C: PeAfpA, PeAfpB y PeAfpC, cuya estructura terciaria se ha predicho por
modelado de homologia usando otras proteinas AFPs (Figura 2A). Las tres proteinas fueron
satisfactoriamente producidas y purificadas (Figura 2B) (Garrigues et al., 2018). La PeAfpA
se produce por el mismo hongo en condiciones de cultivo en medio minimo mientras que,
hasta el momento de este trabajo, no se habia conseguido encontrar las condiciones para
la produccion de PeAfpB y PeAfpC por P. expansum y estas fueron obtenidas

biotecnoldégicamente mediante trasformacion genética de los genes correspondientes a
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P. chrysogenum y posterior cultivo en medio minimo (Garrigues et al., 2018). Su capacidad
antifungica fue probada en ensayos in vitro frente a varios hongos patégenos, incluido el
mismo hongo productor, P. expansum (Figura 2C). La PeAfpA mostré un elevado efecto
antifungico frente a todos los hongos incluidos en el ensayo, siendo la concentracién
minima inhibitoria (MIC) obtenida generalmente inferior a los valores MIC obtenidos en los
ensayos con la prometedora PdAfpB. La PeAfpB demostrd tener un efecto antifungico
moderado frente a algunos de los hongos probados, incluido P. expansum, mientras que la
PeAfpC no mostré ningln efecto frente a ninguno de los hongos evaluados (Tabla 1)

(Garrigues et al., 2018).
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Figura 2. Proteinas antifuingicas (AFPs) de P. expansum. (A) Modelo tridimensional de
las tres AFPs. (B) Analisis por SDS-PAGE y Western blot de PeAfpA, PeAfpB y PeAfpC. A
modo control se incluyen PAF de P. chrysogenum y PdAfpB de P. digitatum. (C) Actividad
antifungica de las tres AFPs frente a su hongo productor P. expansum. (Garrigues et al.,
2018).



Tabla 1. Concentraciones minimas inhibitorias (MIC) (ug/mL) de las PeAFPs y de la
PdAfpB frente a varios hongos filamentosos.

Hongo PeAfpA PeAfpB PeAfpC PdAfpB
P. digitatum 1 12 >200 3,2
B.cinerea 4 50 >200 12,5
P. expansum 2 12 >200 3,2
P. italicum 2 12 >200 1,6
P. chrysogenum 2 50 >200 6,2
M. oryzae 16 >200 >200 >200
A. niger 2 50 >200 3,2
F. oxysporum 4 >200 >200 100

Efecto de las AFPs en ensayos de proteccién in vivo

Los buenos resultados de las AFPs en los ensayos in vitro frente a las principales especies
de hongos fitopatdgenos llevaron a ensayar la aplicacidon de estas proteinas en ensayos in
vivo de proteccidn de frutos. Este es el caso de las proteinas PeApA y PdAfpB, cuyo efecto
de proteccion de frutos de naranja frente a la podredumbre verde causada por el hongo P.
digitatum ha sido demostrado recientemente. PeAfpA mostré tener un efecto de
proteccion estadisticamente significativo frente a P. digitatum a todas las concentraciones
probadas después de 6 y 7 dias post-infeccion (dpi). Por su parte, PdAfpB no mostro
proteccion frente a P. digitatum en ninguna de las condiciones probadas, aunque si se
observé una disminucién en la incidencia de la infeccion que no llegé a ser estadisticamente
significativa, tal y como se observa en la Figura 3. Ademds, ambas proteinas también han
resultado ser eficaces inhibiendo el crecimiento del hongo Botrytis cinerea sobre frutos y

plantas de tomate (Garrigues et al., 2018).



>
w

Control

75%

S =4 dpi
c .
?g 50% T T T m5dpi |
] | 6 dpi
E B
© [ - | =7 dpi
S 25% -l |
c
4=
(8]
=
£ 8 uw b 9w oy
g o — — =) - —
© PdAfpB PeAfpA

Concentracién (uM)

Figura 3. Efecto protector de las AFPs sobre la infeccidon causada por P. digitatum en

frutos de naranja. (A) Incidencia de la infecciéon causada por P. digitatum (104
conidios/mL) a lo largo del experimento en ausencia (control) o presencia de PdAfpB y
PeAfpA (0,15, 1,5 y 15 uM). (B) Imdgenes representativas de las naranjas tratadas con
PdAfpB y PeAfpA a 7dpi (Garrigues et al., 2018).

Produccion de las AFPs

El desarrollo de las AFPs para su futura aplicacidn en la conservacion postcosecha requiere
su produccién en grandes cantidades de manera rentable. Ademas, el conocimiento del

patréon de produccion de estas proteinas puede ayudar a entender la funcién biolégica de

estas proteinas.

Hay muchos ejemplos de AFPs que son producidas y secretadas al medio de manera natural
por sus hongos productores con un elevado rendimiento, como la proteina de clase B de
P. chrysogenum, PgAFP, que pudo ser purificada del sobrenadante de cultivo de
P. chrysogenum en medio MEB con un rendimiento de 617 mg/L (Delgado et al., 2015);
mientras que otras proteinas como NFAP2 de Neosartoria fischeri es secretada al medio en
cantidades muy bajas (0,368 mg/L) (Toth et al., 2016). No obstante, existen algunas AFPs
gue no se han logrado obtener a partir de los sobrenadantes de cultivos de su hongo

productor, como la PdAfpB de P. digitatum y la PAFB de P. chrysogenum (ortéloga de la
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PgAFP), incluso aunque si fueron detectados los transcritos de ARNm de los genes PdAfpB
y PAFB respectivamente (Garrigues et al., 2016; Huber et al., 2018). En cuanto a las AFPs de
P. expansum, Unicamente la PeAfpA ha sido detectada en el sobrenadante de cultivo de P.
expansum crecido en medio minimo con sacarosa como fuente de carbono (PcMM),
obteniendo mas de 125 mg/L. Las otras dos proteinas PeAfpB y PeAfpC no fueron
detectadas en el sobrenadante y fueron producidas utilizando un sistema de expresién
heterdlogo en P. chrysogenum, del mismo modo que la PdAfpB y la PAFB (Garrigues et al.,

2016; Garrigues et al., 2018; Huber et al., 2018).

HIPOTESIS

Se hipotetiza que las proteinas AFPs de P. expansum pueden ser producidas y secretadas
en distintos medios de cultivo microbiolégicos y durante la infeccion en manzana; y que la
proteina PeAfpA tiene un efecto antifungico potente frente a P. expansum en manzanas y

en ensayos in vitro de manera sinérgica con otras proteinas AFPs.

OBIJETIVOS

El objetivo de este trabajo es profundizar mas en el estudio de las AFPs de P. expansum
(PeAfpA, PeAfpB y PeAfpC) recientemente descubiertas, tanto en su produccién como en
su capacidad antifungica frente a su propio hongo, P.expansum. Para ello se plantean los

siguientes objetivos individuales:

Estudio de la produccion de las tres AFPs de P. expansum en distintos medios de

cultivo microbioldgico y durante la infeccién en su huésped natural, el fruto de

manzana.

- Purificaciéon bioquimica de la AFP de P. expansum mas efectiva, la PeAfpA.

- Evaluacion de la PeAfpA en la proteccion frente a la infeccion por P. expansum en
manzanas.

- Evaluacién de la actividad antifungica sinérgica de la PeAfpA con las otras AFPs de

P. expansum y con la PdAfpB en ensayos in vitro frente a su hongo productor.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas, medios y condiciones de cultivo

Para los ensayos de produccion y purificacion de AFPs y para los ensayos de actividad

antimicrobiana in vivo e in vitro se ha utilizado la cepa P. expansum CECT 20906 (CMP-1).

Para los estudios de produccidn de las tres proteinas AFP en medio liquido se han utilizado
como base los medios comerciales YPD, Yeast extract, Peptone and Dextrose; 1% extracto
de levadura, 2% peptona y 2% dextrosa o MEB Malt Extract Broth; 2% extracto de malta,
1% peptona, ambos con glucosa o sacarosa como fuente de carbono. El medio comercial
YPD, que incluye dextrosa (D-glucosa) se ha utilizado tal cual y se ha nombrado YPD-GIc, el
nuevo medio YPD-Sac tiene una composicién de 1% extracto de levadura, 2% peptonay 2%
sacarosa; y los medios MEB-Glc y MEB-Sac se prepararon adicionando al MEB comercial 2%
de glucosa o sacarosa, respectivamente. Todos los medios se autoclavaron a 121 °C durante
20 min. En estos estudios, P. expansum CMP-1 se incubd en 50 mL de medio (5 x 10°

conidios/mL) en matraces de 250mL a 25 C en agitacion constante (150 rpm).

Para la produccién y purificacion de la PeAfpA segun el protocolo estandar (Garrigues et al.,
2018) se ha utilizado medio Penicillium chrysogenum Minimal-Medium (PcMM)
autoclavado, cuya composicién es 35,3 mM NaNOsz, 2 mM MgS0a4, 6,7mM KCI, 18 mM
FeS0O4, 58mM sacarosa, 2,5% tampdn de fosfato potdsico y 0,1% solucién de elementos
traza (0.1% FeSO4 x 7 H;0, 0.9% ZnSO4 x 7 H;0, 0.4% CuSOa4 x 5 H,0, 0.01% MnSQO4 x H>0,
0.01% H3BO3, 0.01% Na2MoOas x 2 H,0). P. expansum ha sido incubado en 200 mL de medio
PcMM en una concentracidn de 5 x 10° conidios /mL en un matraz de 1 La 25C en agitacion

constante (180 rpm).

Purificacion de la proteina PeAfpA

La proteina PeAfpA fue purificada siguiendo el protocolo descrito en (Garrigues et al., 2018)

a partir del sobrenadante del medio PcMM inoculado con P. expansum tras siete dias de
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incubacién a 25 C. El sobrenadante centrifugado y filtrado sin células fue dializado a 4C en
agitacion utilizando una membrana de dialisis con un tamafio de poro de 3,5kDa

(SnakeSkin™ Dialysis Tubing, 3.5K MWCO, 22 mm) frente a tampdn fosfato 20 mM pH 6,6.

La solucién dializada fue sometida a una cromatografia de intercambio catidnico para
purificar PeAfpA. Para ello se utilizd el sistema de purificaciéon AKTA y la columna de
intercambio cationico 6 mL RESOURCErv S (GE Healthcare Life Sciences, Little Chalfont,
United Kingdom) equilibrada en el mismo tampdn de dialisis. Las proteinas fueron eluidas
en 20 fracciones de 6mL aplicando un gradiente lineal de NaCl de OM a 1M en el mismo

tampon.

Las fracciones 7, 8 y 9 de la primera cromatografia, enriquecidas en PeAfpA, fueron
sometidas a una segunda dialisis frente a tampdn fosfato 20 mM pH 7,6 y cromatografia de
intercambio catidnico. Se llevaron a cabo siguiendo el mismo protocolo anterior,

sustituyendo el tampdn fosfato pH 6,6 por el tampdn fosfato pH 7,6.

Las fracciones en las dos cromatografias que contienen proteina fueron analizadas
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) al
16% de poliacrilamida cargando 10 pL de muestra concentrada 10x y el marcador de peso
molecular prestained protein size-standard SeeBlue R (Thermo Fisher Scientific, Waltham,

MA, United States). El gel de SDS PAGE se visualizé mediante tincién con Coomassie Blue.

Las fracciones con proteina pura fueron dializadas frente a agua MILLI-Q v liofilizadas para

Su mejor preservacion.

Produccién de AFPs en tejido de manzana infectado por P. expansum

Para los ensayos de produccién de AFPs en manzana se han utilizado manzanas de la
variedad Golden a las que se les practicaron heridas con un punzén de aproximadamente 3
mm de profundidad. En cada fruto se realizaron un total de 12 heridas, 4 a lo largo del
ecuador del fruto, 4 en la parte superior y otras 4 en la parte inferior. Las heridas fueron

inoculadas con 5 puL de los respectivos indculos: la muestra de herida con agua y las
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muestras de infeccidn con 5 x 10° conidios/mL de P. expansum CMP-1. Se afiadié al ensayo
un control adicional de frutos no heridos. Tras la inoculacion, los frutos se mantuvieron en
cadmaras a 20 C y 90 % de humedad relativa, siendo monitorizados cada dia. Tras 1, 2,3y 9
dias post-infeccidn se recogieron discos de tejido de aproximadamente 5 mm de didmetro
con un perforador. Los discos de tejido se congelaron con nitrégeno liquido, se pulverizaron

y se guardaron a -80C para la posterior extraccidn de proteinas.

Para la extracciéon de las proteinas de las muestras de tejido de manzana se utilizaron
200 mg de muestra que fue filtrada, secada y colocada en un mortero pre-enfriado con
nitrégeno liquido. Se afiadié en un ratio 1:2 (400 pL) tampdn de extraccidon de proteinas
descrito previamente (Gandia et al., 2018): 187,5 mM Tris—HCI pH 8,8, 10 % glicerol, 2 %
dodecilsulfato sédico (SDS), 10 mM ditiotreitol (DTT), 1mM ortovanadato de sodio, 1 mM
fluoruro de fenilmetilsulfonil (PMSF) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), 1X inhibidor de
fosfatasas (Thermo-Fisher, Waltham, MA, USA), 10 mM B-mercaptoetanol, 5 pL inhibidor
de proteasas (Sigma-Aldrich). La muestra se homogenizd, se mezcld y se incubd 5 minutos
a 959C para provocar la ruptura celular. Finalmente, la solucién fue centrifugada para

descartar los restos celulares.

Western blot

Se llevd a cabo un analisis Western blot para identificar la presencia de PeAfpA, PeAfpB y/o
PeAfpC en el sobrenadante de los medios de cultivo YPD Glc/Sac y MEB Glc/Sac inoculados
con P. expansum tras 2, 3, 6 y 8 dias de crecimiento. También se realizd un analisis Western
blot para identificar la presencia de PeAfps en la solucidn proteica extraida del tejido de

manzana control, herido e infectado tras 1, 2, 3 y 9 dias desde el momento de inoculacién.

Las proteinas de las soluciones proteicas se separaron mediante una electroforesis SDS-
PAGE al 16%. En el ensayo de produccion en medio liquido se cargaron 10 uL de
sobrenadante en la SDS-PAGE y en el ensayo de produccion de proteinas en tejido de
manzana, se cargaron 15 pL de solucion proteica. Las proteinas separadas fueron
transferidas a la membrana de transferencia de nitrocelulosa Amersham Protran 0.20 um

NC (GE Healthcare). La deteccion de AFPs se llevd a cabo utilizando los anticuerpos anti-
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AfpA, anti-AfpB y anti-AfpC (diluidos 1:2500, 1:1500 y 1:5000 respectivamente). Se utilizé
el anticuerpo secundario ECL NA934 horseradish peroxidase donkey anti-rabbit (GE
Healthcare) y para la deteccién por quimioluminiscencia se utilizé el agente ECL™ Select
Western blotting detection reagent (GE Healthcare) y se visualizé6 mediante el instrumento

LAS-1000 (Fujifilm).

Ensayo de actividad antifungica in vivo: infeccion en manzanas

Los ensayos para estudiar la capacidad antiflingica frente a P. expansum de las proteinas
PeAfpA y PdApB se llevaron a cabo sobre manzanas de la variedad Golden. Se realizaron 7
tratamientos: control (indculo de P. expansum), tres tratamientos con PeApA (indculo de P.
expansum y PeApA en una concentracion de 1, 10 y 100 pg/mL) y tres tratamientos con
PdAfpB (indculo de P. expansum y PdAfpB en una concentracién de 1, 10 y 100 pg/mL) con
un total de 15 manzanas/tratamiento. Cada manzana se hirié un total de 4 veces
distribuidas en el ecuador de la manzana de manera equidistante utilizando un punzén de
aproximadamente 3 mm de profundidad. Las heridas fueron inoculadas con 5 uL de los
respectivos indculos: la muestra control con una solucidon de 10* conidios/mL de P.
expansum CMP-1y las muestras de tratamiento con una solucién de 10* conidios/mL de P.
expansum CMP-1y 1/10/100 pg/mL de PeAfpA o PdAfpB. Las manzanas fueron conservadas
a 20 C y un 90% de humedad relativa y los sintomas de infeccion de cada herida fueron

controlados diariamente durante los siete dias consecutivos tras la inoculacion.

Ensayo de actividad antifungica in vitro

Los ensayos para estudiar la actividad antifungica de las proteinas AFPs de manera sinérgica
se llevaron a cabo en microplacas de 96 pocillos de fondo plano con un volumen de 100 pL.
En cada pocillo se afiadieron 50 pL de conidios de P. expansum (5 x 10* conidios/mL) en
medio Potato Dextrose Broth (PDB) diluido 1/10 que contiene cloranfenicol 0,02% (w/v). El
hongo se tratd con 25 plL de cada una de las proteinas correspondientes (PeAfpA, PeAfpB,
PeAfpC y PdAfpB) concentrada 4x a partir de las diluciones seriadas para asi obtener la

concentracion final deseada, calculada en funcién de los valores MIC de las proteinas, y se
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alcanzé el volumen final de 100 pL con agua destilada en los controles con solo una

proteina. Las Tablas 2, 3 y 4 recogen el esquema de distribucidn de las muestras en las placas

de 96 pocillos.

Tabla 2. Tabla esquema de las condiciones experimentales de la microplaca para el

ensayo de sinergia entre las proteinas PdAfpB y PeAfpA.

| PeAfpA 0,25ug/mL | PeAfpA 0,5ug/mL _

P.exp | P.exp | P.exp | P.exp | P.exp | P.exp | P.exp | P.exp | P.exp
0,25 | 0,25 | 0,25 [ 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25
0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 2 2 2 2 2 2 2 2
4 4 4 4 4 4 4 4 4
8 8 8 8 8 8 8 8 8
16 16 16 16 16 16 16 16 16

Tabla 3. Tabla esquema de las condiciones experimentales de la microplaca para el

ensayo de sinergia entre las proteinas PeAfpB y PeAfpA.

| PeAfpA0,25ug/mL | PeAfpA0,5ug/mL | PeAfpA ipg/mL |

P.exp | P.exp | P.exp | P.exp | P.exp | P.exp | P.exp | P.exp | P.exp
1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 2 2 2 2 2 2 2 2
4 4 4 4 4 4 4 4 4
8 8 8 8 8 8 8 8 8
16 16 16 16 16 16 16 16 16
32 32 32 32 32 32 32 32 32
64 64 64 64 64 64 64 64 64

Pd
AfpB

e/

mL

Pe
AfpB

ug/

mL
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Tabla 4. Tabla esquema de las condiciones experimentales de la microplaca para el
ensayo de sinergia entre las proteinas PeAfpA y PeAfpC.

| | PeAfpC 0,5ug/mL | PeAfpC 4pug/mL ;

P.exp | P.exp | P.exp | P.exp | P.exp | P.exp | P.exp | P.exp | P.exp

013 | 0,13 | 0,13 | 0,13 | 0,13 | 0,13 | 0,13 | 0,13 | 0,13

0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25 | 0,25

05 | 05 ] 05 | 05 | 05 05 | 05 | 05 | 05 Pe

1 1 1 1 1 1 1 1 1 Afp/A
2 2 2 2 2 2 2 2 2 ‘:ngL
4 4 4 4 4 4 4 4 4
8 8 8 8 8 8 8 8 8

Las placas se incubaron estaticamente durante 72 horas a 25 C. El crecimiento de P.
expansum se determind midiendo la densidad 6ptica a 600nm (ODeoo) utilizando un
espectrofotémetro de placas Fluostar Omega (BMG labtech). A partir de dichas medidas se
calcularon la media y la desviacidon estdndar de la ODeoo para generar las curvas dosis-
respuesta y realizar un analisis de varianza (ANOVA) de varios factores con el programa

Statgraphics XVII-X64.

RESULTADOS

Produccién de las AFPs de P. expansum

a) Produccidn de las AFPs en medios de cultivo liquido

Se han realizado ensayos de crecimiento de P. expansum CMP-1 en medios MEB e YPD a
25°C para la produccion de las proteinas PeAfpA, PeAfpB y PeAfpC. Para estudiar el efecto
de la fuente de carbono, se han utilizado los medios MEB e YPD usando glucosa y sacarosa
de manera independiente (ver la explicacién detallada de los medios en la seccién de
Materiales y Métodos) (Garrigues et al., 2018). Se ha controlado visualmente el crecimiento
(Figura 5) y se han recogido muestras de los sobrenadantes de los cultivos tras 2, 3,6y 8

dias tras la inoculacién de P.expansum.
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Glucosa

Sacarosa

Figura 5. Crecimiento de P. expansum en los distintos medios de cultivo. P. expansum
(5 x 10° conidios/mL) crecido en matraces de 250 mL con 50 mL de medio de cultivo
(MEB o YPD en glucosa o sacarosa, segun se indica) durante 8 diasa 25C.

Las muestras de sobrenadante, previamente separadas del micelio y concentradas, fueron
analizadas mediante SDS-PAGE. En los sobrenadantes a 6 y 8 dias de las cuatro condiciones
de cultivo estudiadas (MEB Glc/Sac e YPD Glc/Sac) se observaron bandas de un tamafio
similar al predicho in silico para las proteinas AFP: 6,64, 6,57 y 8,12 kDa para PeAfpA, PeAfpB
y PeAfpC respectivamente, también incluidas en el gel para un mejor efecto comparativo

(Garrigues et al., 2018) (Figura 6).

Para confirmar la presencia de las proteinas PeAfpA, PeAfpB y PeAfpC, se realizé un ensayo
de Western blot con las muestras a 8 dias de las cuatro condiciones de cultivo estudiadas
usando los anticuerpos especificos Anti-PeAfpA, Anti-PeAfpB y Anti-PeAfpC, previamente
obtenidos y caracterizados por el grupo (Garrigues et al., 2018). Se observé reaccidn con los
anticuerpos de PeAfpAy PeAfpC en los sobrenadantes de los cultivos en YPD (con Glc o Sac),
pero no en los cultivos MEB. No fueron inmunodetectadas sefiales especificas de PeAfpB en

ninguna de las condiciones estudiadas (Figura 7).
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Figura 6. Analisis mediante SDS-PAGE de la produccion de AFPs de P. expansum en
distintos medios de cultivo. SDS-PAGE de 10 plL de los sobrenadantes 10X de medio
MEB Glcy MEB Sac (A) y medio YPD Glc e YPD Sac (B) alos 2, 3, 6 y 8 dias de crecimiento.
La primera y ultima carrera (M) corresponden a los marcadores de peso molecular
SeeBlue; las carreras centrales (PeAfpA, PeAfpB y PeAfpC) corresponden a 2 ug de las
tres proteinas puras. Los geles de SDS-PAGE se visualizaron mediante tincién con

Coomassie Blue.
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Figura 7. Analisis de la produccion de AFPs por P. expansum mediante Western blot
de los sobrenadantes de cultivo en medios MEB e YPD. (A) SDS-PAGE y andlisis Western
con los anticuerpos anti-PeAfpA (B), anti-PeAfpB (C) y anti-PeAfpC (D). Las cuatro
primeras carreras corresponden a 10 uL de los sobrenadantes 10X; las tres carreras
siguientes a 2 ug de cada una de las PeAFPs puras y la Ultima carrera al marcador de
pesos moleculares SeeBlue. Los geles de SDS-PAGE se visualizaron mediante tincidn con
Coomassie Blue.

La proteina PeAfpC no se habia detectado hasta el momento en los sobrenadantes de

cultivo de P. expansum crecido el medio PcMM o PDB (Garrigues et al., 2018), por lo que,
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para estudiar mas en profundidad su produccion, se realizé un ensayo Western blot con las
muestras de sobrenadante de cultivo YPD-Glc e YPD-Sac a 2, 3, 6 y 8 dias. Se confirmé por
inmunodeteccion la presencia de PeAfpC en los sobrenadantes de las muestras cultivadas
en las dos condiciones tras 6 y 8 dias de incubacion y su ausencia en las muestras tras 2y 3

dias de incubacion (Figura 8).
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Figura 8. Analisis mediante Western blot de los sobrenadantes de cultivo de P.
expansum en medio YPD alos 2, 3, 6 y 8 dias de crecimiento. (A) SDS-PAGE y (B) analisis
Western con el anticuerpo anti-PeAfpC. La primera y ultima carrera (M) corresponden
a los marcadores de peso molecular SeeBlue. Se han cargado en el gel 10 ul de los
sobrenadantes de cultivo 10x y 2 ug de PeAfpA y PeAfpC. Los geles de SDS-PAGE se
visualizaron mediante tincién con Coomassie Blue.

b) Produccién de las AFPs en manzana

Se realizd un ensayo para estudiar la produccién de AFPs en el huésped natural de P.
expansum, la manzana. Para ello, se infectaron manzanas con P. expansum y se recogieron
muestras tras 1, 2, 3 y 9 dias de infeccion, obteniendo un 100% de incidencia de infeccién

en el dia 9 (Figura 9). También se tomd una muestra control de tejido sano y una muestra
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de control de tejido herido, para la cual el fruto habia sido previamente herido e inoculado

con agua en ausencia de esporas del hongo.
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Figura 9. Infeccidn causada por P. expansum en frutos de manzana. (A) Grafica de la
incidencia de infeccién en las heridas de las manzanas infectadas con 5 x 10°
conidios/mL de P. expansum CMP-1 a 1, 2, 3 y 9 dias post-infeccion. (B) Fotografia
ejemplo de tres manzanas infectadas en el dia 9 post-infeccion.
La solucidn proteica fue extraida a partir de 200 mg de la muestra de tejido, se incubd a
959C para la desnaturalizacién de las proteinas y se analizé mediante SDS-PAGE y Western
blot. No se encontré ninguna proteina en las muestras estudiadas que reaccionara con los
anticuerpos Anti-PeAfpA, Anti-PeAfpB y Anti-PeAfpC (Figura 10), lo que indica que ninguna

de las tres proteinas es producida durante el proceso de infeccion.
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Figura 10. Analisis mediante Western blot de tejidos de manzana infectados con P.
expansum. (A) SDS-PAGE de tejidos a 1, 2, 3 y 9 dias post-infeccion; la primera y ultima
carrera corresponden al marcador de peso molecular SeeBlue; las carreras 2 y 3
corresponden a tejido de manzana sin infectar (control) y a tejido de manzana herido
pero no infectado (herida); las carreras 8-10 corresponden a las AFPs de P. expansum
(2 pg). El gel de SDS-PAGE se visualizé mediante tincion con Coomassie Blue. (B, C, D)
Analisis Western con los anticuerpos anti-PeAfpA (B), anti-PeAfpB (C) y anti-PeAfpC (D).

Purificacion de PeAfpA

Para poder realizar ensayos in vivo e in vitro, se purificd la proteina PeAfpA, que ha
demostrado tener la mayor actividad antifungica de las tres AFPs de P. expansum en
ensayos in vitro de actividad antimicrobiana (Garrigues et al., 2018). Se purificé a partir del

sobrenadante de P. expansum crecido en medio minimo PcMM tras siete dias de incubacién
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(Figura 11A), condiciones que ya han dado resultados satisfactorios para la produccién de
PeAfpA, segun el protocolo previamente publicado (Garrigues et al., 2018). Se purificé la
proteina mediante una filtracion inicial para separar el sobrenadante del micelio, una
didlisis en agua y tampdn fosfato 20 mM pH 6,6 para eliminar las sales y moléculas pequefas
de la solucién proteica y conferir a la solucién el pH adecuado, y un paso final de
cromatografia de intercambio catidnico para separarla del resto de proteinas. En la didlisis
se ha utilizado un tampdn fosfato pH 6,6 aprovechando el elevado punto isoeléctrico de la
PeAfpA (9,5) para cargar la PeAfpA positivamente. La proteina se eluye con un gradiente de
sal (NaCl) y se observa como un Unico pico en la cromatografia en las fracciones 7, 8, 9, 10

y 11 (Figura 11B-C).

Para comprobar la eficiencia del proceso de purificacion se ha llevado a cabo una
electroforesis SDS-PAGE con la muestra inicial, la muestra post-didlisis, la muestra del Flow
through (solucién con las proteinas que no quedan retenidas en la columna) y las muestras
de las cinco fracciones donde se ha acumulado la proteina PeAfpA (F7-11). En los carriles
correspondientes a las bandas 10 y 11 se observa Unicamente la banda correspondiente a
la PeAfpA y las bandas correspondientes a la PeAfpA en forma de dimero y trimero debido
a la alta concentracién en la fraccién, por lo que la purificacion se ha llevado a cabo de
manera satisfactoria. No obstante, en las fracciones 7, 8 y 9 se observa, ademas de la banda
correspondiente a la PeAfpA, una banda inespecifica de un tamario ligeramente superior

(Figura 11C).

Las fracciones 7, 8 y 9 procedentes de la primera cromatografia fueron sometidas a una
dialisis utilizando el tampdn a pH 7,7 y a una segunda cromatografia para separar la proteina
inespecifica y obtener la PeAfpA pura. Se observaron dos picos sobrepuestos de proteina
eluida que abarcan las fracciones 3, 4, 5,6, 7, 8 y 9 (Figura 12A). Se realizé una electroforesis
SDS-PAGE en la que se continud observando la banda inespecifica en las fracciones 3,4y 5,
por lo que fueron descartadas; mientras que en las fracciones 6, 7, 8 y 9 solo se observaron
las bandas correspondientes a la PeAfpA pura (Figural2B). El rendimiento total obtenido de
PeAfpA pura tras las dos cromatografias se calculé por absorbancia a 280 nm (€230 = 0,64)

(1) y fue de 46 mg/L.
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Figura 11. Purificacion de PeAfpA. (A) Crecimiento de P. expansum en PcMM. (B)
Cromatografia de intercambio catidnico del sobrenadante de cultivo; se muestra en azul
A, de las fracciones eluidas de la columna y en negro el gradiente de NaCl. (C) Analisis
mediante SDS-PAGE y tincién Coomassie de las fracciones 7-11; M: marcador de peso
molecular SeeBlue, Muestra inicial: sobrenadante de cultivo de P. expansum, Post-
dialisis: sobrenadante de cultivo dializado, Flowthrough: Fracciéon de proteina no

retenida en la columna.
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Figura 12. Purificacion de PeAfpA. (A) Cromatografia de intercambio catiénico de las
fracciones 7-9 de la primera cromatografia; se muestra en rojo A,. de las fracciones

eluidas de la columna y en negro el gradiente de NaCl. (B) Analisis mediante SDS-PAGE
y tincién Coomassie de las fracciones 3-9; M: marcador de peso molecular SeeBlue,
Muestra inicial: Fracciones 7-9, Flowthrough: Fracciéon de proteina no retenida en la

columna.

Ensayos de infeccion sobre manzanas

La PeAfpA ha demostrado ser altamente efectiva frente a varios hongos patégenos, incluido
el mismo hongo productor de dicha proteina, P. expansum, en ensayos in vitro de actividad
antimicrobiana. También se ha observado en ensayos in vivo que PeAfpA protege frente a
la infeccién causada por el hongo P. digitatum en naranjas y frente a la causada por B.

cinerea en hojas y frutos de tomate (Garrigues et al., 2018).

Basandose en estos resultados se disefid un experimento para estudiar la capacidad de
proteccion de la PeAfpA frente a la infeccidon de P. expansum en manzana. También se
estudidé la capacidad antifungica contra P. expansum de la proteina de clase B PdAfpB
procedente de P. digitatum, que ha sido previamente descrita como activa en ensayos in
vitro frente a este hongo (Garrigues et al., 2017). Para ello, las manzanas fueron heridas e

inoculadas con 10* conidios/mL de P. expansum y con 1, 10 y 100 pg/mL de PeAfpA o
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PdAfpB. Se puede observar como el tratamiento con PeAfpA resulta en una pequefa
disminucion de la media de las heridas infectadas a lo largo de los dias post-inéculacién,
respecto al control (indculo de P. expansum en ausencia de proteina) y respecto a los
tratamientos con PdAfpB. No obstante, dicha reduccién no alcanza significacion estadistica
debido a que hay mucha variabilidad en los resultados, por lo que seria necesario repetir el
experimento para confirmar o descartar el efecto protector de PeAfpA sobre P. expansum

(Figura 13).
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Figura 13. Efecto de las AFPs sobre la infeccion causada por P. expansum en frutos de

manzana. Los frutos de manzana fueron inoculados con P. expansum (104 conidios/mL)
s6lo (muestra control), o en combinacién con PeAfpAy PdAfpB a1, 10y 100 pg/mL. Se
muestran los resultados como la media del porcentaje de heridas infectadas + SD para
cada tratamiento y dia post inoculacion (dpi).

Ensayos de sinergia de AFPs in vitro

La actividad antimicrobiana de las proteinas PeAfpB y PeAfpC también habia sido estudiada
previamente frente a varios hongos patdgenos en ensayos in vitro. PeAfpB presentd efecto
antifungico frente al propio hongo productor, P. expansum, y frente a otros hongos

filamentosos, en un perfil de actividad similar a PeAfpA y a PdAfpB, aunque con menor
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potencia. Sin embargo, la proteina PeAfpC no mostréd ningun efecto frente a los
microorganismos testados (Garrigues et al., 2017). Para estudiar la funcidn de las proteinas
de P. expansum y buscar estrategias para obtener un mayor efecto antifingico contra P.
expansum, se llevaron a cabo ensayos de sinergia de PeAfpB y PeAfpC junto con la proteina
PeAfpA y también de esta con la proteina PdAfpB, puesto que son las que han presentado

mas actividad hasta el momento.

Los experimentos se llevaron a cabo en microplacas de 96 pocillos y se disefiaron basandose
en los MIC previamente descritos para las proteinas utilizadas frente a P. expansum

(Tabla 1).

a) Ensayo de sinergia entre la proteina PeAfpA y las proteinas PdAfpB y PeAfpB sobre P.

expansum.

El experimento fue disefiado con tres concentraciones fijas de PeAfpA (0,25, 0,5y 1 pug/mL)
por triplicado a las que se les ha afiadido PdAfpB o PeAfpB en una concentracién creciente
que se va duplicando desde 0,25 pg/mL a 16 pg/mL y desde 1 pg/mL a 64 pg/mL,
respectivamente. También se ha incluido un control de P. expansum sin ninguna proteina,
P. expansum tratado con la proteina PeAfpA vy P. expansum tratado con la proteina PdAfpB

o PeAfpB (detalle del disefio experimento en Tabla 2 y Tabla 3, Material y Métodos).

A partir de las medidas de OD tras 24, 48 y 72 horas de incubacidn se llevd a cabo un ANOVA
de varios factores para determinar la posible existencia de interacciones positivas o

negativas entre las proteinas (Tabla 5y 6).
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Tabla 5. Analisis ANOVA de las interacciones entre las proteinas PdAfpB y PeAfpA
sobre el crecimiento de P.expansum. En color rojo se indican las proteinas (elementos
principales: Ay B) y la interaccidn entre ellas (AB). El valor-P inferior a 0,05 indica que
estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre OD con un 95,0%
de confianza.

Fuente suma de Gl | Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
Cuadrados

EFECTOS PRINCIPALES

A: PdAfpB 1,22436 7 0,174908 126,57 | <0,0001

B: PeAfpA 0,26342 3 0,087805 63,54 | <0,0001

INTERACCIONES

AB 0,24831| 21 0,0118243 8,56 | <0,0001

RESIDUOS 0,08845| 64 0,0013820

TOTAL (CORREGIDO) 1,82453 | 95

Tabla 6. Analisis ANOVA de las interacciones entre las proteinas PeAfpB y PeAfpA
sobre el crecimiento de P.expansum. En color rojo se indican las proteinas (elementos
principales: Ay B) y la interaccién entre ellas (AB). El valor-P inferior a 0,05 indica que
estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre OD con un 95,0%

de confianza.

Fuente suma de Gl | Cuadrado Medio | Razén-F | Valor-P
Cuadrados

EFECTOS PRINCIPALES

A: PeAfpB 1,02167 7 0,145953| 327,23| <0,0001

B: PeAfpA 0,43916 3 0,146388| 328,20| <0,0001

INTERACCIONES

AB 0,27996| 21 0,0133314 29,89 <0,0001

RESIDUOS 0,02855| 64 0,0004460

TOTAL (CORREGIDO) 1,76934| 95

El analisis ANOVA demostrd, como ya se sabia, que en ambos ensayos los factores (PeAfpA
y PdAfpB o PeAfpB) por separado tienen un efecto negativo estadisticamente significativo
sobre el crecimiento de P. expansum (ODgsgo). Asimismo, se demostrd una interaccion
positiva en ambas combinaciones con un 95,0% de nivel de confianza (valor P < 0,05). Por

lo tanto, hay un efecto antifungico sinérgico frente a P. expansum entre las proteinas
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PeAfpA vy las dos AFPs de clase B testadas, PdAfpB y PeAfpB. También se generaron las

curvas dosis-respuesta para visualizar dicho efecto (Figura 14 y Figura 15).
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Figura 14. Gréfica de interaccidon dosis-respuesta del efecto de PdAfpB y PeAfpA a
distintas concentraciones sobre P. expansum tras 48 horas de incubacion a 252C. Se
indican los valores ODeoo (eje vertical) del cultivo de P. expansum tratado con PeAfpA a
cuatro concentraciones fijas (0, 0,25, 0,5 y 1 pug/mL) y tratado con PdAfpB a una
concentracion creciente de 0 a 16 ug/mL (eje horizontal).
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Figura 15. Grafica de interaccion dosis-respuesta del efecto de PeAfpB y PeAfpA a
distintas concentraciones sobre P. expansum tras 48 horas de incubacién a 252C. Se
indican los valores ODeoo (eje vertical) del cultivo de P. expansum tratado con PeAfpA a
cuatro concentraciones fijas (0, 0,25, 0,5 y 1 pg/mL) y tratado con PeAfpB a una
concentracion creciente de 0 a 64 pug/mL (eje horizontal).

b) Ensayo de sinergia entre las proteinas PeAfpA y PeAfpC sobre P. expansum.

En el ensayo de sinergia entre las proteinas PeAfpAy PeAfpC, el experimento se ha disefiado
de manera diferente, ya que la proteina PeAfpC no ha demostrado tener efecto antifungico
frente a P. expansum en estudios previos in vitro (Garrigues et al., 2018). Se han utilizado
tres concentraciones fijas de PeAfpC (0,5, 4 y 32 ug/mL) por triplicado a las que se les ha
afiadido PeAfpA en una concentracidn creciente que se va duplicando desde 0,125 pg/mL a
8 ug/mL. También se ha incluido un control de P. expansum sin ninguna proteina, P.
expansum mezclado con la proteina PeAfpCy P. expansum mezclado con la proteina PeAfpA

(detalle del disefio del experimento en Tabla 4, Materiales y Métodos).

Se llevd a cabo el analisis de ANOVA y se generd la curva dosis-respuesta de la misma

manera que en los ensayos previamente descritos (Tabla 7 y Figura 16).
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Tabla 7. Analisis ANOVA de las interacciones entre las proteinas PeAfpC y PeAfpA

sobre el crecimiento de P.expansum. En color rojo se indican las proteinas (elementos
principales: Ay B) y la interaccidn entre ellas (AB). El valor-P inferior a 0,05 indica que
estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre OD con un 95,0%

de confianza.

Fuente suma de Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
Cuadrados
EFECTOS PRINCIPALES
A: PeAfpA 3,45259 7 0,493227| 343,38| <0,0001
B: PeAfpC 0,01887 3 0,006289 4,38 0,0072
INTERACCIONES
AB 0,04731| 21 0,00225268 1,57 0,0866
RESIDUOS 0,09193| 64 0,00143638
TOTAL (CORREGIDO) 3,61069| 95
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Figura 16. Grafica de interaccion dosis-respuesta del efecto de PeAfpA y PeAfpC a
distintas concentraciones sobre P. expansum tras 72 horas de incubacion a 252C. Se
indican los valores ODgoo (€je vertical) del cultivo de P. expansum tratado con PeAfpC a
cuatro concentraciones fijas (0, 0,5, 4 y 32 pg/mL) y tratado con PeAfpA a una
concentracion creciente de 0 a 8 ug/mL (eje horizontal).

En este caso, ambos factores (PeAfpAy PeAfpC) tienen efecto estadisticamente significativo

por separado (valor P < 0,05), pero no en interaccion, por lo que no existe un efecto
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sinérgico entre ambas proteinas (Figura 16). Este ejemplo de no interaccién sirve ademas

como una confirmacion adicional de la interaccion mostrada en los casos anteriores.

DISCUSION

El objetivo de este trabajo era profundizar en el estudio de las AFPs de P. expansum
(PeAfpA, PeAfpB y PeAfpC) desde un punto de vista de produccién y de capacidad

antifdngica.

Como ya se ha comentado, existen algunas AFPs que, por el momento, no se han logrado
obtener a partir de los sobrenadantes de cultivos de su hongo productor, como las dos
representantes de clase B, PdAfpB de P. digitatum y la PAFB de P. chrysogenum. Una posible
explicacion de este hecho era que ambas proteinas tenian una actividad antifingica muy
potente que afectaba incluso a los propios hongos productores, por lo que la produccién
debia estar fuertemente regulada y autolimitada. Sin embargo, esta hipdtesis no se puede
aplicar en el caso de las AFPs de P. expansum, ya que la proteina PeAfpA con un elevado
efecto antifungico frente a su hongo productor se pudo obtener a partir del sobrenadante
de cultivo del hongo en PcMM, mientras que las proteinas PeAfpB y PeAfpC que no se
observaron en dicho sobrenadante, tienen un efecto antifungico frente a P. expansum

menos pronunciado en el caso de la PeAfpB y nulo en el caso de la PeAfpC.

En este trabajo se ha conseguido producir la proteina PeAfpAy, por primera vez, la proteina
PeAfpC a partir del sobrenadante de cultivo de P. expansum en medio YPD
independientemente de la fuente de carbono utilizada. No obstante, la proteina PeAfpB
sigue sin ser detectada en el sobrenadante de ninguno de los medios testados. Ademas,
estudios de andlisis de expresion génica realizados por el grupo investigador han
demostrado que en estas mismas condiciones de cultivo el gen PeAfpB no se expresa,
mientras que si existe una relacidén entre la expresién de los genes que codifican PeAfpAy
PeAfpC y la produccién de dichas proteinas (datos no publicados). Por tanto, el caso de
PeAfpB es diferente al de las otras dos representantes de clase B PdAfpB y PAFB, cuyos ARNs

mensajeros si pudieron ser detectados (Garrigues et al., 2016; Huber et al., 2018). Aunque
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estos resultados parecerian indicar que las AFPs de clase B no se producen de forma natural,
no hay que olvidar que otras proteinas de la misma clase, como la proteina PgAFP de
P. chrysogenum, es producida en grandes cantidades en el medio MEB evaluado en este

trabajo (Delgado et al., 2015).

Otra posible hipétesis es que las AFPs estén relacionadas con el proceso de infeccidon del
hongo, y que por tanto podrian producirse durante este proceso. Los resultados
presentados en este trabajo demuestran que ninguna de las tres AFPs esta implicada en con
la infeccién de manzana producida por P. expansum. Esto ya se apuntaba en el caso de la
PdAfpB de P. digitatum, en el que la mutacion por delecidn del gen correspondiente no tuvo
ningun efecto fenotipico sobre la infeccién del hongo sobre naranja (Garrigues et al., 2016).
Futuros estudios del grupo intentaran eliminar el gen codificante de PeAfpA en P. expansum
y comprobar su efecto sobre la infeccion en manzana, aunque el presente trabajo indicaria

que no existe ningun efecto.

Teniendo en cuenta estos resultados, por el momento el patron de expresidon de las
proteinas AFPs de P.expansum sigue sin estar claro y seria conveniente continuar en esta
linea de investigacidn, lo que permitiria entender la funcidn biolégica de estas proteinas y
la razon de la existencia de AFPs de distintas clases filogenéticas en un mismo hongo
productor. Hasta la fecha no se habia descrito ningiin hongo que produjera de forma natural

varias AFPs a pesar de la existencia de los genes codificantes en su genoma.

La aplicacién de las AFPs en conservacion postcosecha requiere la demostracién de su
eficacia en ensayos in vivo de infeccion, donde se intentan simular las condiciones reales de
infeccion hongo-fruto. En este trabajo se han realizado este tipo de ensayos utilizando el
patosistema P. expansum-manzana y PeAfpA, la proteina mas activa en ensayos in vitro
frente a P. expansum (valor MIC 2 pg/mL). Ademas, se incluyd la proteina PdAfpB que
también habia demostrado su eficacia frente al hongo en ensayos in vitro (valor MIC
3,2 ug/mL). No se han obtenido resultados satisfactorios con ninguna de las dos proteinas
evaluadas. Sin embargo, nuestros resultados parecen indicar cierto efecto protector de

PeAfpA, sobre todo a la mayor concentracién evaluada, aunque la variabilidad obtenida no
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es estadisticamente significativa, por lo que no nos permite asegurar la eficacia de la
proteina. Como ya se ha comentado, PeAfpA es capaz de proteger frutos de naranja frente
a la podredumbre verde causada por P. digitatum, y también de retrasar el crecimiento de
B. cinerea en frutos de tomate (Garrigues et al., 2018). En ambos casos, la proteina es
efectiva frente a fitopatégenos que no son su hongo productor, mientras que en este
trabajo PeAfpA ha sido evaluada frente a su hongo productor P. expansum. Esta podria ser
la causa de la ineficacia de la proteina, tal y como también se ha demostrado en el caso de
PdAfpB en infecciones causadas por P. digitatum en frutos de naranja (Garrigues et al.,
2018). Este trabajo pone de manifiesto la falta de correlacion entre los ensayos in vitro de
actividad antifungica y los ensayos in vivo de proteccidon de frutos, lo que refuerza la

necesidad de incluir estos ultimos ensayos en los estudios de caracterizacidon de AFPs.

Otra razén que podria explicar la produccion de distintas AFPs por un mismo hongo seria la
posibilidad de que estas proteinas actuaran de un modo sinérgico. Para evaluar esta
hipdtesis se realizaron ensayos in vitro de sinergia entre las AFPs de P. expansum, ademas
de incluir a efectos comparativos PdAfpB. Este trabajo ha demostrado que la proteina
PeAfpA tiene un efecto antifungico sinérgico cuando se combina con PeAfpB y con PdAfpB,
mientras que dicho efecto no es observado cuando se combina PeAfpA con la proteina
PeAfpC. Es interesante el hecho de que las dos proteinas de clase B evaluadas tengan un
efecto sinérgico con PeAfpA, por lo que en un futuro se evaluardn mas proteinas de esta
clase filogenética para saber si es una caracteristica general de estas proteinas. Ademas,
también se llevaran a cabo este tipo de combinaciones en ensayos in vivo, ya que seria una
estrategia para mejorar el posible efecto protector frente a P. expansum en frutos de

manzana.

CONCLUSIONES

1. Se ha conseguido por primera vez detectar la proteina PeAfpC en sobrenadantes de
cultivo de P. expansum. En concreto, se ha demostrado la produccion de PeAfpC en P.

expansum cultivado en medio YPD, independientemente de la fuente de carbono utilizada.

35



2. En los medios de cultivo de YPD evaluados en este trabajo, se producen de forma
conjunta PeAfpAy PeAfpC. Es la primera vez que se describe la produccidn de forma natural

de dos AFPs de distinta clase filogenética por una misma cepa de hongo en el mismo cultivo.

3. En tejido de manzana infectado por P. expansum no se ha hallado ninguna de las tres
proteinas PeAfps, apoyando la teoria de que estas proteinas no estan relacionadas con el

proceso de infeccidon del hongo.

4. PeAfpA no tiene efecto de proteccidn frente a la infeccion de P. expansum sobre frutos
de manzana a pesar de ser activa en experimentos de crecimiento in vitro. Es necesario
repetir este tipo de ensayos en un futuro para reducir la variabilidad encontrada en este

trabajo y poder confirmar la eficacia de PeAfpA.

5. Ensayos in vitro de combinaciones de AFPs han demostrado el efecto sinérgico frente a
P. expansum de las combinaciones PeAfpA/PeAfpB y PeAfpA/PdAfpB. Estos resultados

abren la posibilidad de aumentar la eficacia de PeAfpA en ensayos in vivo.

6. No existe efecto sinérgico entre PeAfpA y PeAfpC en las condiciones evaluadas, por lo que

de momento sigue siendo desconocida la posible funcién de PeAfpC.
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