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RESUMEN

Penicillium digitatum es el principal patégeno postcosecha de frutos citricos.
Es un hongo ascomiceto necrétrofo que penetra a través de heridas
preexistentes e infecta el fruto, afectando su calidad comercial, produciendo su
podredumbre y causando graves pérdidas econémicas a nivel mundial.

Los péptidos antimicrobianos (AMPSs), tanto naturales como sintéticos, se
consideran una alternativa prometedora frente a la utilizacion de fungicidas
guimicos para la proteccién de los cultivos y la conservacion postcosecha de
productos vegetales. Entre los AMPs naturales se encuentran las denominadas
proteinas antifungicas (AFPSs), pequefias proteinas catidnicas y ricas en cisteina
de origen fungico. Nuestro grupo de laboratorio ha trabajado en la identificacion
y caracterizacion de péptidos antifungicos sintéticos (PAF) para su aplicacion en
el ambito de la proteccién postcosecha de frutos citricos.

La secuencia del genoma de P.digitatum revela la existencia de genes
que podrian codificar proteinas tipo AFP. En este trabajo se han elegido tres de
ellos (PdigORF_17907, PDIG_23520, y PDIG_31210) para su caracterizacion
funcional a través de la generacion de mutantes nulos mediante el mecanismo
de transformacién génica mediado por A.tumefaciens (ATMT) y recombinacién
homologa. Paralelamente se ha determinado la sensibilidad a péptidos
antimicrobianos en diferentes cepas mutantes de P.digitatum, y se ha estudiado
la sinergia entre el péptido sintético PAF26 y el péptido PAF112 derivado de la
secuencia AFP de P.digitatum PDIG_68840. Los resultados revelan la
necesidad de la secuencia completa de PAF112 para ejercer una actividad
antimicrobiana sinérgica con PAF26.

Palabras clave: Péptidos antimicrobianos (AMPSs), proteinas antifingicas
(AFPs), Transformacion mediada por Agrobacterium tumefaciens (ATMT),
Penicillium digitatum.

ABSTRACT

Penicillium digitatum is the main citrus postharvest pathogen. It is an
ascomycete necrotrophic fungus that penetrates orange fruits through pre-
existent wounds, affecting their commercial quality, producing fruit rot and
causing economic losses worldwide.



Natural and synthetic antimicrobial peptides (AMPs) are considered a
potential alternative to chemical fungicides for crop protection. Among natural
AMPs, we can find small cationic cysteine-rich proteins called antifungal proteins
(AFPs) of fungal origin. In our laboratory we have worked in the identification
and characterization of synthetic antifungal peptides (PAF) for their application in
the protection of citrus fruits.

The P.digitatum recently sequenced genome shows existing genes that could
probably codify AFP-like proteins. In this work, we have chosen three of these
genes for their functional characterization using the A.tumefaciens mediated
transformation mechanism (ATMT) and homologous recombination.

On the other hand, the sensitivity to antifungal peptides has been determined
in different P.digitatum strains, and the synergy between PAF26 and PAF112,
derived from the P.digitatum AFP sequence PDIG_68840, has been identified.
The results show the need for the complete sequence of PAF112 to establish an
antimicrobial synergetic interaction with PAF26

Key words: Antimicrobial peptides (AMPs), antifungal proteins (AFPS),
Agrobacterium tumefaciens mediated transformation (ATMT), Penicillium
digitatum.

RESUM

Penicillium digitatum és el principal patogen postcollita de fruits citrics. Es un
fong ascomicet necrotrof que penetra a través de ferides preexistents i infecta el
fruit, afectant a la seua qualitat comercial, produint la seua podridura i causant
greus perdues economiques a nivell mundial.

Els péptids antimicrobians (AMPSs), tant naturals com sinteétics, es consideren
una alternativa prometedora enfront la utilitzacié de fungicides quimics per a la
proteccio dels cultius i la conservacid postcollita de productes vegetals. Entre
els AMPs naturals es troben les denominades proteines antifungiques (AFPS),
unes xicotetes proteines cationiques i riques en cisteina d'origen fangic. El
nostre grup de laboratori ha treballat en la identificacio i caracteritzacié de
péptids antifungics sintétics (PAF) per a la seua aplicacié en l'ambit de la
proteccié de fruits citrics.

La sequéncia del genoma de P.digitatum revela l'existéncia de gens que
podrien codificar proteines tipus AFP. En este treball s’han triat tres d'ells
(PdigORF_17907, PDIG23520 i PDIG31210) per a la seua caracteritzacio
funcional a través de la generacié de mutants nuls per mitja del mecanisme de
transformacio génica mediat per A.tumefaciens (ATMT) i recombinacio
homologa. Paral-lelament s'ha determinat la sensibilitat a péptids antimicrobians
en diferents ceps mutants de P.digitatum, i s'ha caracteritzat la sinergia entre
I'hnexapeéptid sintetic PAF26 i el péptid PAF112 derivat de la seqliéncia AFP de
P.digitatum PDIG_68840. Els resultats revelen la necessitat de la sequencia
completa de PAF112 per a exercir una activitat inhibitoria sinérgica amb PAF26.

Paraules clau: Péptids antimicrobians (AMPs), proteines antifungiques
(AFPs), Transformaci6 mediada per Agrobacterium tumefaciens (ATMT),
Penicillium digitatum.



1 INTRODUCCION

El sector hortofruticola representa el principal sector agrario por excelencia
en Espafia. En el afio 2012 se produjeron mas de 23 millones de toneladas de
frutas y hortalizas, siendo la mayor parte de esta produccion destinada a la
exportacion (www.magrama.gob.es).

Los citricos son el cultivo de arbol frutal mas importantes a nivel mundial y
particularmente a nivel nacional, representando aproximadamente el 24% de la
produccion total de frutas y hortalizas, lo que corresponde a una producciéon de
méas de 5 millones de toneladas de frutos citricos cada afio (faostat3.fao.org).
Sin embargo, uno de los problemas mas significativos de la citricultura espafiola
son las pérdidas de produccion tras la recoleccién, ya que los frutos citricos son
particularmente susceptibles a dafios bidticos y abioticos durante los procesos
de almacenamiento y transporte, disminuyendo la calidad organoléptica y
comercial de los frutos y provocando graves pérdidas economicas a nivel
mundial (http://www.fao.org/docrep/t0073e/t0073e00.HTM).

Entre los organismos patdgenos de frutos citricos destaca por su incidencia
Penicillium digitatum, un hongo ascomiceto necrétrofo con gran especificidad de
huésped, que infecta a través de heridas preexistentes en el fruto y que causa
la podredumbre del mismo, conocida como podredumbre verde (Tuset, 1987).

En la actualidad, el uso de fungicidas quimicos es el principal método
empleado para proteger los cultivos frente a las infecciones causadas por
hongos (Knight et al., 1997; Holmes y Eckert, 1999). Sin embargo, la aplicacién
de estos compuestos quimicos en la agricultura presentan serias desventajas,
como su actividad inespecifica frente a otros microorganismos no perjudiciales
(Yang et al., 2011), la aparicion de cepas resistentes (Holmes y Eckert, 1999) o
sus efectos negativos para el medioambiente o la salud humana, que pueden
abarcar desde simples irritaciones cutaneas hasta dafios en el sistema
reproductivo y posible carcinogenicidad (Brooks y Roberts, 1999). Estos
problemas han impulsado el estudio y la basqueda de nuevas alternativas para
el control de las enfermedades causadas por hongos que presenten una mayor
especifidad y escasos o nulos efectos para la salud de los consumidores,
agricultores y para el medio ambiente sin que afecten a la calidad final de los
productos.

Los péptidos antimicrobianos naturales (AMPs) son péptidos o pequefas
proteinas catidnicas producidas por organismos de muy distinta escala
filogenética (Hancock y Sahl, 2006) que presentan actividad antibidtica y/o
antifungica directa. Su pequefio tamafio posibilita su disefio racional y sintesis
quimica (Marcos et al., 2008), por lo que se presentan como alternativas
protemetedoras frente a las infecciones causadas por microorganismos. Dentro
del grupo de AMPs naturales destacan una serie de proteinas conocidas como
proteinas antifungicas (AFPs) que poseen entre 6 y 10 residuos de cisteina
formando puentes disulfuro, tienen un motivo conservado en su secuencia,
denominado motivo y y son sintetizadas y secretadas al medio por hongos
filamentosos en grandes cantidades (Galgoczy et al., 2010). Entre las AFPs
descritas hasta el momento, destacan las hasta ahora mas estudiadas de
Aspergillus giganteus (Campos-Olivas et al., 1995) y Penicillium chrysogenum
(lamada PAF) (Marx et al., 2008; Batta et al., 2009), aunque existen otras
proteinas descritas producidas por otros hongos ascomicetos como la AnAFP
de Aspergillus niger (Gun Lee et al., 1999) o las de Aspergillus clavatus (Skouri-
Gargouri y Gargouri, 2008; Skouri-Gargouri et al., 2010), entre otras.



La funcién biolégica de las AFPs para los hongos productores todavia no
esta totalmente descrita (Galgoczy et al.,, 2010). Se han obtenido mutantes
nulos del gen paf en P. chrysogenum que presentan un fenotipo diferencial
durante la conidiogénesis, reduciéndose la produccion de esporas hasta en un
70 % (Hegedus et al., 2011), lo cual sugiere que esta proteina AFP modula el
desarrollo asexual del hongo. Hasta la fecha se desconoce hasta qué punto la
actividad antifingica de las AFPs esta relacionada con su funcién natural o se
trata més bien de un “artefacto” sin relacion con la biologia del hongo productor.

El genoma de P.digitatum revela la existencia de posibles genes que
codificarian pequefias proteinas ricas en cisteina que podrian tratarse de AFPs
(Marcet-Houben et al., 2012), y que en este trabajo se han denominado
genéricamente del tipo AFP. Se han seleccionado cuatro de ellos para su
estudio mas en profuncidad en este trabajo: el gen PdigORF_17907 que tiene
homologia de secuencia con el extremo C-terminal de una bomba ATPasa de
Na-K de tipo P; el gen PDIG_23520, cuya proteina codificada demostré ser
secretada al medio de cultivo liquido de P.digitatum PHI-26 a tiempos tardios de
incubacién; y los genes PDIG_31210 y PDIG_68840, cuyos andlisis
filogenéticos previos los agrupan con otras AFPs de otros hongos filamentosos,
codificando PDIG_68840 una proteina que comparte un 91% de identidad con
la PgAFP recientemente descrita en P.chrysogenum (Rodriguez-Martin et al.,
2010).

Este trabajo fin de master ha constado de dos partes diferenciadas. Por un
lado se ha iniciado la obtencién de las construcciones de DNA para la
transformacion genética de P.digitatum PHI-26 mediada por Agrobacterium
tumefaciens (ATMT) (Wang y Li, 2008), con el objetivo de obtener mutantes
nulos mediante recombinacion homologa de los genes PdigORF_17907,
PDIG_23520 y PDIG_31210 y asi poder caracterizar su funcién. Por otro lado,
se ha estudiado la actividad antifingica del hexapéptido sintético PAF26
(Lopez-Garcia et al., 2002) y de péptidos sintéticos derivados de la secuencia
AFP del gen PDIG_68840, asi como la posible sinergia entre ellos, en diferentes
cepas mutantes de P.digitatum, con el fin de desarrollar tratamientos conjuntos
gue mejoren la conservacion postcosecha y la calidad de los frutos citricos.

2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Microorganismos y medios de cultivo

Los microorganismos utilizados en este trabajo fueron Penicillium digitatum
PHI-26 CECT 20796 (Lopez-Garcia et al., 2000), el cual se trata de una cepa
muy virulenta frente a frutos citricos y cuyo genoma ha sido secuenciado
recientemente (Marcet-Houben et al., 2012), la cepa mutante de P.digitatum
PDMG672 que tiene alterado un gen de biosintesis de quitina, un polisacéarido
estructural presente en la pared celular de los hongos (Gandia et al., 2014); la
cepa PDEH515 mutante en wun gen que codifica una proteina
manosiltransferasa (PMT2) (Harries et al., manuscrito en preparacion),
encargada de la O-glicosilacion de proteinas y que ha demostrado ser esencial
en la integridad de la pared celular de hongos (Gentzsch y Tanner, 1996;
Harries et al., 2013), y por ultimo la cepa PDMG122, un mutante nulo en el gen
PDIG_68840 recientemente obtenido en nuestro laboratorio.



Los conidios de las distintas cepas de P.digitatum se recogieron en agua
estéril rascando placas de medio agar patata dextrosa (PDA) (Difco)
esporuladas tras 7-10 dias de crecimiento a 24°C con asas estériles y un
posterior filtrado del material obtenido para eliminar restos de micelio. Las
concentraciones de conidios se ajustaron tras un recuento de la concentracion
en una camara cuentaglébulos. Los experimentos de crecimiento del hongo en
medio liquido se realizaron en caldo de dextrosa de patata (PDB) (Difco) a
24°C.

2.2 Anélisis de secuencias

Los estudios de las secuencias de los genes de P.digitatum PHI-26
seleccionados para su disrupcion, PdigORF_17907, PDIG_23520 vy
PDIG_31210, se realizaron a partir de la base de datos del NCBI (National
Center for Biotechnology Information) y de la base de datos MycoCosm
(http://genome.jgi.doe.gov/) (Nordberg et al., 2014) (TABLA 11).

La representacion grafica de las secuencias junto con el analisis de
restriccion se realiz6 con la herramienta bioinformatica DNAMAN (version 4.03,
Lynnon Corp.).

TABLA 1. Genes de tipo AFP en P. digitatum analizados

COORDENADAS
ORGANISMO GEN ENTRADA NCBI MYCOCOSM
P. digitatum PdigORF_17907 AKCT01000340.1 Scaffold_90:173333-189999
P. digitatum PDIG_23520 AKCT01000108.1 Scaffold_31:323078-323521
P. digitatum PDIG_31210 AKCTO01000131.1 Scaffold_33:91729-91974

2.3 Obtencién de las construcciones para la disrupcion génica

Para la obtencion de las construcciones génicas que se emplearan para la
disrupcién por recombinacion homodloga de los genes PdigORF_17907,
PDIG_23520 y PDIG_31210, se sigui6 el procedimiento de PCR de fusion
(Szewczyk et al., 2006).

Se disefiaron oligonucleédtidos especificos para la amplificacion de los
extremos flanqueantes en 5' y 3' de los genes seleccionados mediante la
herramienta DNAMAN (TABLA 2) que fueron sintetizador por la casa comercial
Invitrogen™. A estos oligonucledtidos se les afiadieron secuencias especificas
de dianas de restriccidn en sus extremos 5' que generan extremos cohesivos no
compatibles para su posterior insercion en el vector binario pGKO2 (Khang et
al., 2006), pudiendo determinar asi el sentido de la insercion de las
construcciones dentro del vector.

Como marcador de seleccion positiva se empleo el casete de resistencia a
higromicina (hph) que incluye el gen de resistencia y el promotor del gen del
triptofano C (trpC), amplificados a partir del vector pBHt2 (Khang et al., 2006)
con los oligonucleétidos 0JM197 y OJM198.


http://genome.jgi.doe.gov/cgi-bin/browserLoad?db=Pendi1&position=Scaffold_33:91663-91908

TABLA 2. Oligonucleétidos para la obtencion de las construcciones para disrupcién génica

The AMPLICON

DESCRIPCION
(2C) (pb)

GEN ID uso* SECUENCIA 5'-3'

PdigORF_17907 0OJM455

0JM456

0Jm457

0Jm458

PDIG_23520 0JM449

0JM450

0JM451

0JM452

PDIG_31210 0JM459

0JM460

0JM461

0JM462

PtrpC::hph 0JM197

0JM198

R

Extremo 5° para construccién KO
Diana de restriccion para Xbal

Extremo 5 para construccion KO
Extremo 5' casete
HygR

Extremo 3” para construccién KO
Extremo 3' casete HygR

Extremo 3" para construccion KO
Diana de restriccion para Sall

Extremo 5 para construccion KO
Diana de restriccion para Spel

Extremo 5 para construccion KO
Extremo 5' casete HygR

Extremo 3" para construccién KO
Extremo 3' casete HygR

Extremo 3" para construccién KO
Diana de restriccion para Hindlll

Extremo 5 para construccién KO
Diana de restriccion para Spel

Extremo 5 para construccién KO
Extremo 5' casete HygR

Extremo 3" para construccién KO
Extremo 3' casete HygR

Extremo 3" para construccion KO
Diana de restriccion para Sall

Casete completo de resistencia a
higromicina (hph) del vector
pBHt2

Casete completo de resistencia a
higromicina (hph) del vector
pBHt2

CcC GCGCTTG
CTCTCTGCAAC

ATGCTCCTTCAATATC
AGTTAACGGAACTGA
AGTGGCTGTCACC

CCGACCGGGAACCAG
TTAACAGCTGGACAG
CCGTGAAGC

cC TGAACTA
TCGTGCCGGTTTG

CG GTCTTACT
TCTTCATTTGACCG

ATGCTCCTTCAATATC
AGTTAACGGGCTCATT
GCAGGTGATATTC

CCGACCGGGAACCAG
TTAACATTGAGTATGA
GCTGAATCCTG

GG CACCAAG
TGCACAGTAGAG

CA GGCGTCT
GATGGAAGGTTG

ATGCTCCTTCAATATC
AGTTAACGTGTGACT
GGGATTTCATGCG

CCGACCGGGAACCAG
TTAACAGAGCCTGGA
TTAGATCACGC

GT ACTGGTC
TAGAGAGGACGG

CGTTAACTGATATTGA
AGGAGCAT

TGTTAACTGGTTCCCG
GTCGG

60

62

60

60

62

62

60

62

60

60

62

60

66

66

982

1029

1035

991

855

894

1414

En rojo se resaltan las secuencias 5' y 3' del casete de higromicina incluidas en las secuencias de los

oligonucledtidos para la PCR de fusidn. En

*Fy R: Forward (directo) y Reverse (reverso).

KO: del inglés Knock out

Las amplificaciones de

los fragmentos flanqueantes de

se resaltan las dianas de restriccion de los enzimas que se
emplearan para las posteriores inserciones dirigidas de las construcciones en el vector binario pGKO?2.

los genes

seleccionados se realizaron con la Tag DNA polimerasa de alta fidelidad
AccuPrime™ (Invitrogen 12346-086) en reacciones de 25 pL que incluyeron 2,5
pL del 10X AccuPrime PCR buffer II, 0,5 pL de cada pareja de primers 10 pM, 5



ng de DNA genOmico de PHI-26 y 0,5 U de la Tag DNA polimerasa
AccuPrime™.

El programa de PCR empleado para la amplificacion de los fragmentos
consistid en un primer paso de desnaturalizaciéon a 94°C 5 min, 35 ciclos de
94°C durante 1 min, 60-65°C 1 min y 68°C 1 min, y una extension final de 5 min
a 68°C.

Las reacciones de PCR de fusion para cada construccion se realizaron en un
volumen final de 50 pL, e incluyeron 20 ng de cada uno de los fragmentos
flanqueantes de cada construccion y del casete de higromicina (hph), 1 U de la
Tag DNA polimerasa de alta fidelidad AccuPrime™, 1 pL de cada
oligonucledtido 10 uM y 5 puL del 10X AccuPrime PCR buffer Il. El programa
para la PCR de fusidn fue el siguiente: un primer paso de desnaturalizacion a
94°C durante 2 min, 35 ciclos de 94°C durante 1 min, 60°C 1 min, 68°C 5 min y
una extension final de 10 min a 68°C.

Todos los fragmentos de PCR obtenidos fueron purificados con el High Pure
PCR product Purification kit (Roche). La presencia y el tamafio de los
amplicones se determind mediante electroforesis en gel de agarosa 1% con
bromuro de etidio.

2.4 Ligacion y transformacion

Los fragmentos de PCR de fusién purificados se ligaron en el vector pGEM-T
Easy vector system | (Promega A1360) tal y como se indica en el protocolo del
kit, con una relacion molar inserto:vector 3:1. Este vector contiene el gen de
resistencia a ampicilina como marcador de seleccion.

Para la transformacion, se mezclé 1 pL de la ligacion de cada una de las
construcciones con 40 pL de células E.coli JM109 electrocompetentes
glicerinadas y almacenadas a -80°C. Las células junto con la ligacién fueron
introducidas en cubetas de electroporacién desechables de 2 mm estériles y
enfriadas previamente. El protocolo de electroporacion fue de un Gnico pulso a
2,5 Kv, 2500 V, 25 puF y 200 Q. Las células fueron rapidamente transferidas a
960 pL de medio SOC atemperado a 37°C y se agitaron durante 1 hora a 200
rom. Tras la incubacion, las células se sembraron en placas de LB Agar
(Pronadisa) con amplicilina (100 pg/mL) que incluian IPTG (0.1 mM) y X-gal (20
ng/mL). Las placas fueron incubadas a 37°C durante 12 horas. Para cada una
de las construcciones se seleccionaron algunas de las colonias blancas
obtenidas, que fueron crecidas en 300 pL de medio LB ampicilina (100 pg/mL)
durante 5 horas a 37°Cy 200 rpm.

2.5 PCRde colonia

Las reacciones de PCR de colonia se realizaron en un volumen final de 25
ML que contenian 2 pL de cultivo, 1,5 mM de MgCl,, 0,1 mM de los
oligonucledtidos OJM197 y OJM198, 0,1 mM de dNTPs y 1,25 U de Taq DNA
polimerasa (Ecogen ETAQ500). El protocolo de PCR fue el siguiente: un ciclo
de desnaturalizacion de 94°C 5 min, 35 ciclos de 94°C 1 min, 60°C 1 miny 72°C
2 min, y un ciclo de extension de 72°C 10 min.



La presencia y el tamafio de los amplicones se determiné6 mediante
electroforesis en gel de agarosa 1% con bromuro de etidio.

Los clones positivos seleccionados se sembraron en medio PDB durante 24
horas a 37°C y 200 rpm. Posteriormente se extrajeron los plasmidos
recombinantes con el GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich).

2.6 Secuenciacion y digestion de las construcciones obtenidas

La secuenciacion de los pladsmidos recombinantes fue realizada por el
servicio de secuenciacion de la Universitat de Valencia (http://scsie.uv.es/) a
partir de las muestras marcadas con el kit BigDye Terminator Ready
Sequencing vs3.1 (Applied Biosystems). Las secuencias obtenidas se
ensamblaron y analizaron con el programa DNAMAN v4.03.

Para la digestion de las construcciones pGEM-TA17907 y pGEM-TA23520
se emplearon respectivamente los enzimas Xbal-Sall y Spel-Hindlll FastDigest
(Thermo Scientific), en reacciones de 25 pL con 600 ng de DNA de cada
construccion. Paralelamente fueron sometidas a una restriccion con el enzima
EcoRI FastDigest (Thermo Scientific). Las reacciones se incubaron durante 1
hora a 37°C y 10 min a 80°C. El resultado de la digestion se visualizé en un gel
de agarosa 1% con bromuro de etidio.

2.7 Ensayos de sensibilidad de distintas cepas de P.digitatum frente a
péptidos PAF

Los péptidos empleados en este estudio (TABLA 3) fueron sintetizados con
una pureza >95 % por la compafiia GenScrip Corporation (Piscataway, EEUU).
PAF112 incluye un puente disulfuro uniendo sus dos residuos de cisteina. La
actividad inhibitoria de estos péptidos sobre las cepas de P.digitatum PHI-26,
PDMG672, PDEH515 y PDMG122, asi como su posible sinergia fue
determinada sobre placas de microtitulo estériles de 96 pocillos (Nunc). Como
medio de crecimiento se empled medio PDB al 5 % con cloranfenicol 0,003 %
(w/v). Se trataron 2,5 x 10 conidios/mL de las cepas analizadas frente a
concentraciones crecientes de los péptidos seleccionados (TABLA 3) y frente a
una combinacién de los mismos. Las placas se incubaron a 24°C durante 3-5
dias y se midi6 la densidad 6ptica a 600 nm (ODggo) a diferentes tiempos de
incubaciébn en un espectrometro de placas Multiskan Spectrum (Thermo
Electron).

TABLA 3. Péptidos sintéticos ensayados frente a distintas cepas de P.digitatum

PEPTIDO SECUENCIA MW
PAF112 NCGSAANKRAKSDRHHCE 1982
PAF114 GSAANKR 703
PAF115 KSDRHH 779
PAF26 RKKWFW 950




3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Obtencién de las construcciones de DNA para la transformacién
genética de P.digitatum PHI-26

3.1.1 Ubicacion de las secuencias tipo AFP y su contexto en el genoma
de P.digitatum

La localizacion de las secuencias PdigORF_17907, PDIG 23520 vy
PDIG_31210 obtenidas a partir de la base de datos del NCBI y sus respectivos
andlisis de restriccion se muestran en la FIGURA 1.
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FIGURA 1. Contexto gendmico de las secuencias seleccionadas para su disrupcién en P.digitatum

En azul oscuro se representan las secuencias a disrumpir. En se muestran las ORFs adyacentes
anotadas en el genoma del hongo y en rojo las secuencias flanqueantes en 5' y 3' de las secuencias
seleccionadas para la recombinacion homdloga. Se muestran también algunas de las dianas de restriccién
presentes en el vector binario de transformacion pGKO2.

Para que el proceso biologico de recombinacion homologa sea efectivo en
hongos filamentosos y se puedan obtener mutantes nulos de los genes
seleccionados, es necesaria la amplificacion por PCR de aproximadamente
1000 pb flanqueantes en 5' y 3' a las secuencias a disrumpir (Szewczyk et al.,
2006), que seran las que flanquearan el casete de resistencia a higromicina
(hph) en las construcciones obtenidas por PCR de fusién y que se encargaran
de producir la recombinacion homaéloga en el hongo.



Dado que el fenotipo que se quiere caracterizar es el debido exclusivamente
a la disrupcion de los tres genes seleccionados, es importante estudiar las
posibles pautas abiertas de lectura (ORFS) que se encuentran en las
proximidades de los genes diana, ya que en el caso que haya secuencias
anotadas demasiado proximas a las secuencias que se pretende disrumpir, se
corre el riesgo de romper la pauta de lectura de las ORFs adyacentes tras el
proceso de recombinacion homaéloga en el hongo.

Como se observa en las secuencias PdigORF_17907 (FIGURA 1A) y
PDIG_23520 (FIGURA 1B), las ORFs anotadas mas cercanas (representadas en
azul claro) se encuentran a una distancia superior a 1000 pb, por lo que las
secuencias flanqueantes a PdigORF_17907 y PDIG_23520 (rojo) son
secuencias intergénicas no codificantes, lo que también se ha confirmado con la
base de datos MycoCosm, ya que no se ha encontrado en esas regiones
homologia de secuencia con otras ORFs de otros hongos secuenciados (datos
no mostrados). Sin embargo, vemos que para la secuencia PDIG_31210
(FIGURA 1C) existen secuencias anotadas en sus proximidades, lo que podria
suponer una ruptura de la pauta de lectura de estos genes tras la
recombinacion y la expresion de un fenotipo resultado de una disrupcion
multigénica. En este caso, resultard necesaria la secuenciacion de estas
regiones tras la obtencion de los mutantes nulos de P.digitatum para confirmar
qgue la pauta de lectura de las ORFs adyacentes se ha mantenido intacta, y
poder asi asegurar que la caracterizacion fenotipica del mutante se debera
exclusivamente a la disrupcion del gen seleccionado.

3.1.2 Obtencidon de las construcciones mediante PCR de fusién

Para la obtencion de las construcciones de DNA, se siguioé el mecanismo de
PCR de fusion que se muestra en la FIGURA 2A. Inicialmente se amplificaron
los fragmentos 5' y 3' flanqueantes (representados en rojo) de los genes a
disrumpir con los cebadores disefiados para ello (TABLA 2). Obtenidos los
fragmentos flanqueantes, éstos se fusionaron con el casete de higromicina
amplificado a partir del vector pBHT2 (Khang et al., 2006) (negro y amarillo)
empleando los cebadores de los extremos de las construcciones.

La amplificacibn por PCR de los fragmentos flanqueantes de los genes
seleccionados asi como los resultados de su fusion con el casete de resistencia
a higromicina se pueden ver en la FIGURA 2B.

En todos los casos se observa que los tamafios obtenidos para los
fragmentos flanqueantes en 5' y 3' son los esperados, asi como para los
amplicones resultantes de la PCR de fusion, obteniendo construcciones de unas
3400 pb para la disrupcion de los genes PdigORF_17907 y PDIG_23520 y de
3000 pb para la disrupcién de PDIG_31210. Sin embargo, se distingue una
banda inespecifica de unas 1100 pb en la PCR de fusion de esta ultima
construccion (sefializada con una flecha amarilla), que no se corresponde con el
tamafio esperado de 3000 pb ni con el tamafio de los fragmentos flanqueantes
en 5'y 3' del gen PDIG_31210 ni tampoco con el casete de higromicina. Este
segundo amplicon puede influir en el rendimiento de clonaje de la construccion
de interés en el vector pGEM-T Easy, ya que parte del DNA ligado
correspondera con la construccion de interés y parte con este fragmento
inespecifico, por lo que se ha tenido en cuenta para su posterior confirmacion
por PCR y secuenciacion.
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FIGURA 2. PCR de fusidn

Procedimiento seguido para la obtencidn de las construcciones de DNA para disrupcién (A). En rojo se
muestran las secuencias flanqueantes de los genes diana. En amarillo se representa el gen de higromicina
junto con su promotor representado en negro. Las lineas negras representan las zonas complementarias
entre las secuencias flanqueantes y el casete de higromicina para su fusion.

(B) Visualizacidn de los fragmentos obtenidos por PCR y PCR de fusion. La flecha blanca representa las
bandas de alto peso molecular correspondientes a las construcciones tras la PCR de fusion. La flecha
amarilla representa una banda inespecifica.

M: marcador molecular 1 kb Plus DNA Ladder (Life technologies)

3.1.3 Analisis y seleccién de los clones de E.coli transformantes
positivos

El vector de clonacion pGEM-T Easy contiene en su sitio de clonaje multiple
(MSC) o polilinker la pauta de lectura del gen lac z, el cual codifica el enzima B-
galactosidasa. En presencia en el medio del compuesto organico X-gal (5-
bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido) este enzima es capaz de
descomponerlo produciendo dos compuestos: galactosay 5-bromo-4-cloro-3-
hidroxindol. Este ultimo es facilmente oxidable produciendo un compuesto azul
insoluble, dando una apariencia azulada a las colonias bacterianas que poseen
el enzima activo. Sin embargo, las colonias que hayan incorporado el plasmido
recombinante no se tornaran de apariencia azulada, manteniendo su color
blanco caracteristico, ya que la construccion insertada en la zona del polilinker
habra roto la paula de lectura del gen lac z, evitando su expresion.
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Tras la ligacion de las construcciones obtenidas por PCR de fusién en el
vector pGEM-T Easy, las células de E.coli IM109 se transformaron e incubaron
en presencia de ampicilina, X-gal e IPTG, inductor de la actividad [-
galactosidasa. Tras un cribado visual de las placas, aquellas colonias que
mostraron una coloracion blanca caracteristica fueron sometidas a una PCR de
colonia, cuyos resultados se muestran en la FIGURA 3.

PGEM-T A17907 pGEM-T A23520 pGEM-T A31210

M12 34567 89 1234 5¢6789¢C M12345¢67 89 10

1650

FIGURA 3. PCR de colonia de los clones de E.coli IM109 recombinantes
M: marcador molecular 1 kb Plus DNA Ladder (Life technologies)

Se seleccionaron nueve colonias blancas provenientes del cultivo
transformante para la construccion pGEM-TA17907, nueve para la construccion
pPGEM-TA23520 y diez para la pGEM-TA31210. Dado que las construcciones
disefiadas poseen en su zona central el casete de resistencia a higromicina de
1,4 kb, se seleccionaron los oligonucleétidos OJM197 y OJM198 para su
amplificacion en las colonias recombinantes. Ademas, este tamafio permite
distinguir los clones transformantes para la construccion pGEM-TA31210 de
aquellos clones que hayan incorporado el plasmido con el inserto inespecifico
de 1,1 kb aproximadamente que se observé tras la PCR de fusion (FIGURA 2B).

Como puede observarse en la FIGURA 3, todas las colonias seleccionadas
para la construccion pGEM-TA17907 fueron recombinantes, obteniéndose la
banda ampificada correspondiente al casete de higromicina de 1,4 kb, mientras
gue para la construccion pGEM-TA23520 se obtuvieron 8 recombinantes de un
total de 9 colonias seleccionadas y 7 de un total de 10 para la construccion
pGEM-TA31210. Vemos por tanto que la eficiencia de clonaje en el vector
pGEM-T Easy es elevada, sin embargo no todas las colonias blancas resultaron
finalmente ser colonias recombinantes positivas en nuestras construcciones de
interés. Este fendbmeno podria deberse a que en algunas de las colonias
blanquecinas no se hubiera expresado con mucha intensidad el enzima -
galactosidasa, por lo que el precipitado azulado fuera inapreciable, dando lugar
a falsos positivos. Por otro lado, colonias recombinantes en fragmentos que no
se corresponderian con nuestras construcciones de interés (otras moléculas
residuales de DNA, amplicones inespecificos o fragmentos truncados) también
podrian haber dado lugar a colonias blancas pero negativas en la PCR de
colonia con los oligonucleétidos seleccionados.

Las diferencias de intensidad de banda podrian deberse a diferencias en la
biomasa de microorganismos sembrados previamente a la PCR de colonia.
Errores de manipulacion en las cantidades de reactivos de PCR también
podrian dar lugar a diferencias de intensidad de amplificacion entre clones.
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Finalmente se selecciond un clon recombinante positivo para cada una de
las tres construcciones que presentara una banda de alta intensidad para
confirmar la integridad de su secuencia mediante secuenciacion. Los clones
seleccionados fueron el clon 2 para la construccion pGEM-TA17907, el clon 2
para pGEM-TA23520 y el clon 5 para pGEM-TA31210.

3.1.4 Caracterizacion de las construcciones génicas por secuenciacion y
digestion

La region de clonaje multiple del vector pGEM-T Easy esta flanqueada por
las secuencias promotoras de las RNA polimerasas de los bacteriéfagos T7 y
SP6, por lo que para la secuenciacidon de las construcciones obtenidas se
emplearon oligonucleétidos especificos de estas secuencias que ya habian sido
sintetizados previamente en el laboratorio: OJM380 (T7) y OJM381 (SP6).
Adicionalmente, y dado que el tamafio de las construcciones es superior a 3 kb,
se emplearon dos oligonucleétidos internos al casete de higromicina (OJM231 y
0OJM232) para obtener fragmentos solapantes que posteriormente pudieran
ensamblarse. Los resultados tras el ensamblaje de las secuencias obtenidas se
muestran en la FIGURA 4.

A pPGEM-TA17907

@ s— —C O |

1 . 0IM231 3036 3573

0IM232
0IM381 0IM380

B PGEM-TA23520

(I ——— }

1 3605

0IM232
0IM381 0ImM231
0IM380

C PGEM-TA31210

1] — ] a

1 3327

QIm232 0ImM231 .
0JM380 oJM381

FIGURA 4. Ensamblajes de las construcciones pGEM-TA17907 (A), pGEM-TA23520 (B) y pGEM-TA31210
(C) obtenidos tras su secuenciacion

En amarillo se representa la secuencia del gen de resistencia a higromicina precedido por su promotor
representado en negro. Las secuencias del vector pGEM-T Easy se representan en azul. La secuencia
tedrica estd representada por la flecha azul de mayor longitud arriba de las construcciones. Los
fragmentos aguas arriba y aguas abajo del casete de higromicina se corresponden con los fragmentos 5' y
3' de las construcciones respectivamente.

Como se observa en la FIGURA 4B y 4C, los ensamblajes obtenidos para esas
construcciones fueron los esperados. Tras la comparacién de las secuencias
consenso obtenidas con las secuencias teéricas, se comprobd que la secuencia
de la construccién pGEM-TA23520 coincidia al 100 % con su secuencia teorica.
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Sin embargo, en la construccion pGEM-TA31210 se observaron dos cambios
nucleotidicos; un cambio de timina a citosina en la posicion 751, fuera del
casete de higromicina, y otro cambio de timina a citosina en la posicién 2026,
interna al casete. Ambos cambios fueron corroborados con el analisis de los
cromatogramas. Estos cambios pueden haberse producido durante la
amplificacion de los fragmentos por PCR o PCR de fusion, y pueden presentar
varios problemas tras la obtencién de los mutantes nulos. Por una parte, el
cambio producido dentro del casete de higromicina puede provocar la pérdida
de funcionalidad de la resistencia y por tanto la imposibilidad de seleccionar a
los mutantes tras su transformacién. Por otro lado, y dado que el gen
PDIG_31210 contiene en sus proximidades gendémicas ORFs anotadas (FIGURA
1), este cambio podria resultar en una mutacion puntual dentro de estas
regiones tras la recombinacion homoéloga, lo que podria provocar su pérdida de
funcion.

Tras el andlisis de las mutaciones, se observé que el cambio en la posicién
751 se encuentra en una region intergénica, no afectando a los genes
adyacentes, mientras que la mutacion de la posicién 2026 produce un cambio
del aminoacido Tirosina a Histidina. Desconocemos si este cambio afecta a la
expresion de resistencia y por tanto se descarta este clon para su clonacion en
el vector pGKO2 y la obtencién de mutantes nulos de P.digitatum en futuros
experimentos del grupo.

Por otro lado, el ensamblaje de la construccion pGEMT-A17907 revela el
clonaje de una construccion parcial. Como se observa en la FIGURA 4A, el
fragmento 3' de la construccion tiene un tamafio mucho menor a las 1029 pb
esperadas,habiéndose secuenciado una mayor region del vector pPGEM-T Easy.

La ausencia de parte del fragmento 3' fué confirmada con una posterior
digestién (FIGURA 5).

pGEM-TA17907
EcoRl Xbal EcoRI Sall EcoRl

|| | . |l
A 1 1 ] I 1

PGEM-T A17907 pGEM-T A23520

Xbal/ Spel/
M Sall Hindlll

EcoRI EcoRI

6000 w—

3000 =—

2000 ——

650 =—

FIGURA 5. Digestion de las construcciones pGEM-TA17907 y pGEM-TA23520

(A)Ubicacion de las dianas de restriccion EcoRl, Xbal y Sall en la construccion pGEM-TA17907 insertada
dentro del vector (representado en azul). En amarillo se representa el gen de higromicina precedido
de su promotor (negro). (B) Resultados tras la digestion de la construccion pGEM-TA17907 y de la
construccion pGEM-TA23520 empleada como control.

M: marcador molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Life technologies)
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La construccion pGEM-TA17907 presenta en su extremo 5' las secuencias
de restriccion EcoRI y Xbal (FIGURA 5A) mientras que en su extremo 3' se le ha
afadido la secuencia de restriccion Sall. Al realizar la digestion con los enzimas
Xbal/Sall, se esperaria obtener dos bandas en el gel de electroforesis; una
banda correspondiente al vector linealizado de 3015 pb sin el inserto y otra
correspondiente al inserto de unas 3400 pb separado del vector. Sin embargo,
se ha obtenido una uUnica banda de un tamafo inferior a 6000 pb,
confirmandose la ausencia de parte de la secuencia 3' de la construccion.
Adicionalmente, la banda de un tamafio menor a 6000 pb confirma una
construccion de secuencia més corta a lo esperado (6400 pb). La presencia del
extremo 5' en la construccion fue confirmada con la digestién en presencia del
enzima EcoRI, obteniéndose una banda correspondiente al vector linealizado
sin el inserto (3015 pb) mas dos bandas correspondiéndose a la digestion del
extremo 5' de la construccién, una de 650 pb y otra de un tamafio de 2000 pb,
un tamafio menor al esperado para la construccion completa (2750 pb).

El clonaje de una construccion de tamafio menor al esperado tras su
confirmacion previa mediante electroforesis es un fenébmeno inusual. El tamafio
obtenido tanto para el fragmento 3' flanqueante como para la PCR de fusién
(FIGURA 2B) confirman el tamafio adecuado de la construccién. Sin embargo,
estos tamafios no coinciden con los resultados tras la secuenciacion. Tal vez el
inserto clonado provenga de un fragmento de DNA truncado por su
manipulacioén tras la PCR de fusion. Sin embargo, es un fendmeno poco comun
cuyas causas reales se desconocen.

Como control de los resultados de la secuenciacion, se incluyo6 la digestion
de la construccion pGEMT-A23520 con los enzimas Spel/Hindlll y una digestion
paralela con el enzima EcoRI (FIGURA 5B). La digestion con los enzimas
Spel/Hindlll produjo la liberacién del inserto de 3,4 kb y la linealizacion del
vector (3015 pb), al igual que ocurrié con el enzima EcoRI, cuya secuencia se
situaba en dos puntos cercanos a la zona de clonaje dentro del pPGEM-T Easy.

3.2 Estudio de la actividad inhibitoria de péptidos antifungicos

3.2.1 Sensibilidad de cepas mutantes de P.digitatum frente a péptidos
antifungicos

PAF112 es un péptido sintético de 19 aminoé&cidos y de estructura cerrada
por un puente disulfuro cuya secuencia proviene de la secuencia de
aminoéacidos de la proteina PDIG_68840 (TABLA 3). La localizacion de PAF112
dentro de la proteina se muestra en la FIGURA 6.

FIGURA 6. Modelo molecular de la proteina PDIG_68840 de P.digitatum
En verde se muestra la localizacion de la secuencia del péptido PAF112 dentro de la proteina
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La actividad antifungica de PAF112 frente a P.digitatum PHI-26 ya ha sido
descrita por nuestro grupo de trabajo en ensayos anteriores (datos no
mostrados), presentando una actividad antimicrobiana un orden de magnitud
por debajo a la descrita para el péptido sintético PAF26 (Lopez-Garcia et al.,
2002). En este trabajo se ha caracterizado la actividad antifingica de PAF112 y
PAF26 frente a distintas cepas mutantes de P.digitatum (PDMG672, PDMG122
y PDEH515), utilizando la cepa parental P.digitatum PHI-26 como control.

Los resultados de los ensayos de inhibicion (FIGURA 7) confirman el mayor
potencial antifungico de PAF26 frente a PAF112 para todas las cepas
ensayadas. La cepa PDMG122 mutante en el gen PDIG_68840 tiene un
comportamiento practicamente idéntico al de la cepa parental frente a ambos
péptidos, lo que demuestra que la ausencia del gen que codificaria una posible
proteina AFP en P.digitatum no parece afectar a la resistencia a péptidos
antimicrobianos en el hongo, indicando que dicho gen no esta implicado en la
interaccion entre el hongo y los péptidos.

0,700 -

0,600 - —&— PAF26_PHI26

0.500 - —#=— PAF26_PDMG122

=== PAF26_PDMG672

0,400 A
—O— PAF26_PDEH515

0,300 1 —#— PAF112_PHI26

OD 600 nm

0,200 A =6= PAF112_PDMG122
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0,1 1000
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FIGURA 7. Curvas dosis-respuesta de los péptidos PAF26 y PAF112 frente a distintas cepas de P.digitatum
En rojo se representan las curvas de PAF26; en azul las curvas correspondientes a PAF112. Se representan
los valores medios de densidad optica (OD600) para cada concentracién de péptido tras 72 horas de
incubacién a 24°C.

La cepa PDMG672, mutante en un gen implicado en la biosintesis de quitina
(quitin sintasa VII), tampoco presenta un fenotipo diferencial para el péptido
PAF26 a concentraciones inhibitorias con respecto a PHI-26, aunque si se
observa un mayor crecimiento en presencia de PAF112 en comparacién con la
cepa control, sobre todo a las concentraciones de 32 y 64 uM de dicho péptido.

Una posible explicacion para esta ligera disminucion de la sensibilidad de
PDMG672 frente a PAF112 podria deberse a la remodelacion de la pared
celular que sufre el mutante producto de la induccion de la expresion génica de
otras quitin sintasas presentes en el hongo (Gandia et al., 2014), resultando en
una cepa con altos niveles de quitina que impedirian al péptido antifungico, a
pesar de su carga cationica, actuar a nivel de pared y afectar su integridad.

El hecho de que una misma cepa presente diferente patrén de sensibilidad
frente a dos péptidos antimicrobianos distintintos (PAF26 y PAF112 en este
caso) podria indicar que ambos péptidos poseen modos de accién diferenciales.
Si esto se confirma, PAF112 se diferenciaria del modo de accién de PAF26, el
cual, aunque necesita de una pared celular funcional para interactuar con el
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hongo, desarrolla su accion fungicida desde el interior de la célula (Harries et
al., 2013) (Mufioz et al., 2013).

Adicionalmente se describe la mayor resistencia de la cepa PDEH515
mutante en un gen implicado en la O-glicosilacion de proteinas (PMT2) frente a
PAF26 y PAF112. Se observa como las concentraciones minimas inhibitorias de
estos péptidos para el resto de cepas mutantes analizadas fueron del orden de
4 uM de PAF26 y 64-128 uM de PAF112, mientras que en PDEH515 resultaron
ser mayores (FIGURA 7). Estos resultados confirman la importancia de la
glicosilacion de proteinas en la sensibilidad del hongo a péptidos antifungicos.

3.2.2 Estudio de lainteraccion sinérgica entre PAF26 y PAF112

Experimentos previos realizados en nuestro laboratorio revelaron una
interaccion sinérgica positiva estadisticamente significativa entre los péptidos
PAF26 y PAF112 (datos no mostrados). Estos resultados sugirieron un posible
mecanismo de accion diferencial entre ambos péptidos que podrian
complementarse para aumentar su actividad antimicrobiana. Esta hipétesis es
ademas consistente con los resultados de sensibilidad obtenidos con la cepa
PDMG672 (ver apartado 3.2.1 de Resultados).

La secuencia de PAF112 contiene 19 aminoacidos que formarian el lazo
catiénico expuesto de mayor tamafio en su proteina de origen (FIGURA 6), y que
ha mostrado ser de todas las secuencias derivadas de esta proteina, la Unica
con actividad antimicrobiana frente a P.digitatum PHI-26 (datos no mostrados).

Para caracterizar mejor la posible interaccion entre PAF26 y PAF112, se
realizaron varios ensayos en placas de microtitulo con concentraciones
constantes no inhibitorias de PAF26 y concentraciones crecientes de PAF112,
PAF114 y PAF115, siendo estos Ultimos subpéptidos procedentes de la
secuencia de PAF112 (TABLA 3). Con ello se estudié qué fragmento del lazo
catiénico era el necesario para su interaccion con PAF26. Los resultados se
muestran en la FIGURA 8.

De los tres péptidos derivados de la secuencia de PDIG_68840, PAF112,
PAF114 y PAF115, vemos que Unicamente PAF112 muestra actividad
antimicrobiana (débil) por si solo frente a P.digitatum PHI-26. Si comparamos la
actividad antifungica que presenta PAF112 en ausencia de PAF26, con la que
presenta en su presencia a concentraciones constantes no inhibitorias del
mismo (0,5, 1 y 2 uM), observamos una disminucion e incluso inhibicion del
crecimiento del hongo para las concentraciones de PAF112 no inhibitorias de
16, 32 e incluso 64 UM en presencia de PAF26 a 2 uM (FIGURA 8A), obteniendo
unas desviaciones estandar para estos valores medios de ODggo NO Solapantes
entre si para estas concentraciones (FIGURA 8B). Esta interaccion sinérgica
entre ambos péptidos, aunque débilmente mostrada en este experimento,
refuerza la hipétesis de que ambos péptidos poseen diferentes modos de accién
gue se complementarian para aumentar su accién antifingica.

En ningan caso ha resultado inhibitora la combinacion de PAF26 a las
concentraciones ensayadas con los péptidos PAF114 y PAF115 (FIGURA 8A Y
8B) por lo que se concluye que para que exista interaccion con PAF26, se
necesita la secuencia completa del lazo catidnico expuesto de la proteina
PDIG_68840 recogida en el péptido sintético PAF112, no pudiento establecerse
nigun tipo de interaccién inhibitoria con fragmentos de menor tamafio derivados
de esta secuencia.
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FIGURA 8. Curvas dosis-respuestas de la interaccion de PAF26 con los péptidos PAF derivados de la
proteina PDIG_68840 de P.digitatum

Se representa el valor medio de OD600 para cada valor de concentracion de los péptidos PAF26 y PAF112
(A) y sus desviaciones estandar (B); el valor medio de la ODgy, para PAF26 y PAF114 (C) y para PAF26 y
PAF115 (D). La concentracidn de PAF26 (LM) se muestra entre paréntesis. En todos los casos P.digitatum
PHI-26 fue incubado durante 72 horas a 249C.

4

CONCLUSIONES

Se ha abordado el disefio y obtencion de construcciones de DNA para la
generacion de mutantes nulos de P.digitatum de los genes PdigORF_17907,
PDIG_23520y PDIG_31210 que codifican proteinas del tipo AFP.

Los resultados de secuenciacion revelan que la construccion obtenida para la
disrupcién del gen PdigORF_17907 presenta un tamafio menor al esperado y
la del gen PDIG_31210 presenta un cambio de secuencia en el marcador de
resistencia de consecuencias desconocidas, por lo que ambas han sido
finalmente descartadas.

La construccion para la disrupcion del gen PDIG_23520 se utilizara en el
proceso de transformacion genética de P. digitatum. Esta construccion sera
posteriormente clonada en el vector binario de transformacion pGKO2.

Se ha confirmado la mayor resistencia de la cepa PDEH515, mutante en el
gen de glicosilacion de proteinas pmt2, frente a dos peptidos antifingicos
distintos (PAF26 y PAF112) y en menor medida de la cepa PDMG672,
mutante en el gen de biosintesis de quitina chsVII, frente al péptido PAF112.
La cepa PDMG122 mutante en el gen del tipo AFP PDIG_68840 no presenta
sensibilidad diferencial frente a péptidos antifungicos.
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e Los ensayos con los péptidos PAF26 y PAF112 revelan la necesidad de la
secuencia completa de este ultimo péptido para que ocurra la interaccion
sinérgica positiva de ambos. Esto permite conocer mejor el funcionamiento
de esta interaccién y en un futuro desarrollar tratamientos conjuntos que
mejoren la calidad y conservacion postcosecha de frutos citricos.
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