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TiTULO: Estudio del mecanismo de accién de proteinas antifingicas en Penicillium
digitatum mediante analisis transcriptomico

RESUMEN: Las infecciones causadas por hongos representan un importante riesgo para
la salud humana, la produccién de alimentos y la seguridad alimentaria. Sin embargo, se
han introducido muy pocos compuestos antifungicos en el mercado de fungicidas en los
ultimos afos. Por ello, es necesario encontrar nuevas moléculas antifingicas y a ser
posible con modos de accién diferentes a los de los antifungicos ya usados. Algunos
hongos filamentosos producen y secretan grandes cantidades de proteinas AFPs
(AntiFungal Proteins) con actividad antifingica. Estas AFPs son pequefas, catiénicas y
ricas en cisteinas que forman puentes disulfuro, y tienen un gran interés biotecnologico por
su elevada actividad antifungica, especificidad y estabilidad. Sin embargo, su mecanismo
de accidn antifungico y su funcion biolégica en el hongo productor apenas se conocen.

Con el objetivo de caracterizar el modo de accion de la proteina antifungica AfpB sobre el
patégeno de frutos citricos Penicillium digitatum del cual procede, se ha realizado un
analisis transcriptdmico basado en la secuenciacién masiva o RNA-seq. Para ello, se han
realizado distintos tratamientos de AfpB sobre la cepa de referencia P. digitatum CECT
20794 (ausencia de AfpB, tratamiento durante 1 6 3 horas, y crecimiento en presencia de
AfpB) y se ha incluido en el analisis la cepa modificada genéticamente PDSG420 que es
sobreproductora de la proteina antifungica. Se observaron los efectos de la proteina sobre
el crecimiento del hongo en cada caso. Se determinaron los cambios en el transcriptoma,
obteniéndose un elevado numero de genes expresados de forma diferencial (DEG,
Differentially Expressed Gene) en cada tratamiento (hasta 4.143 de los 9.133 anotados en
el genoma) y con similitudes y diferencias en los tratamientos. Se realizé un analisis del
enriquecimiento funcional en ontologias génicas (GO) de los DEGs, para lo que ha sido
necesaria la mejora de la anotacion funcional disponible del genoma de P. digitatum.

Como resultado de este trabajo, se han obtenido genes y procesos potencialmente
implicados en la actividad de AfpB y que podran ser validados experimentalmente en el
futuro. Como ejemplo, el gen PDIG_81760 que es el mas inducido por la exposicidon
continua de la proteina y que codifica una pequefia proteina secretable, rica en cisteinas,
anionica y con una estructura repetitiva muy peculiar, la cual podria antagonizar la accion
de las AFPs catidnicas.
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TITLE: Transcriptomic analysis to study the mode of action of antifungal proteins in
Penicillium digitatum.

SUMMARY: Infections caused by fungi represent an important risk to human health, food
production and food security. However, very few antifungal compounds have been
introduced into the global fungicide market in recent years. There is thus an urgent need for
the development of novel antifungal agents with properties and mechanisms of action
different from existing ones. Some filamentous fungi produce and secrete large amounts of
AFPs (AntiFungal Proteins) with antifungal activity. These AFPs are small, cationic and rich
in cysteines that form disulfide bridges, and have a great biotechnological interest due to
their high antifungal activity, specificity and stability. However, its mechanism of antifungal
action and its biological function in the producer fungus are largely unknown.

In this project, we aim to study the mode of action of the antifungal protein AfpB against the
citrus fruit pathogen Penicillium digitatum, from which the protein was identified, through a
transcriptomic analysis based on RNA-seq. For this, we made different AfpB treatments on
the reference strain P. digitatum CECT 20794 (absence of AfpB, treatment for 1 or 3 hours,
and growth in the presence of AfpB) and the genetically modified strain PDSG420, which
overproduces the antifungal protein, was also included in the analysis. The effects of the
protein on the growth of the fungus were observed in each case. Changes in the
transcriptome were determined, obtaining a high number of differentially expressed genes
(DEG) in each treatment (up to 4,143 of the 9,133 annotated in the genome), with similarities
and differences in the treatments. We made an analysis of the functional enrichment in gene
ontologies (GO) of the DEGs, for which the improvement of the available functional
annotation of the P. digitatum genome was necessary.

As result of this work, genes and processes potentially involved in AfpB activity have been
identified and will be validated experimentally in the future. As an example, the gene
PDIG_81760 that is the most induced by AfpB and codes for a small, cysteine-rich secreted
and anionic protein with a remarkable repetitive structure, that could antagonize the action
of cationic AFPs.
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1. INTRODUCCION

1.1. Los hongos patdégenos y la necesidad de nuevas moléculas antifungicas.

Las infecciones causadas por hongos representan un importante riesgo para la salud
humana, produccion de alimentos y seguridad alimentaria (Fisher et al., 2013). El impacto
de las infecciones fungicas sobre el ser humano varia desde infecciones superficiales
comunes que afectan a un 25% de la poblacion mundial, hasta infecciones invasivas con
indices de mortalidad de hasta el 50%. La importancia de las enfermedades fungicas se ha
incrementado debido al creciente numero de pacientes inmunodeprimidos por trasplantes
o terapias oncoldgicas severas y a la aparicidon de nuevas cepas patdgenas y resistencias
a los antifungicos usados comunmente (Brown et al.,, 2012; Denning et al., 2011). Por
ejemplo, las aspergilosis invasivas provocan entre uno y un millén y medio de muertes
anuales, superando a la mortalidad de la malaria.

Las enfermedades fungicas también suponen un gran reto en la agricultura, ya que
los hongos son los patégenos principales de las especies vegetales cultivadas para la
alimentacion. También la produccién de micotoxinas por parte de los hongos supone un
problema de seguridad alimentaria, ya que estas sustancias pueden estar presentes en los
alimentos ingeridos y ser peligrosos para la salud humana. Cabe resaltar el papel de los
hongos en las pérdidas postcosecha. Su adaptacién a un estilo de vida saprofito facilita la
infeccién a través de heridas en el fruto ya cosechado producidas durante el transporte y
el almacenamiento, traduciéndose en grandes pérdidas que pueden variar de un 15 a un
50% de la produccion total (FAO, 1989).

Por todo ello, el mercado global de fungicidas y medicamentos antifungicos se
encuentra en continuo crecimiento y se estima que antes del 2020 llegue al menos a 25.000
millones de euros anuales. Pero a pesar del enorme impacto sobre la salud humana y el
suministro de alimentos, se han introducido muy pocos compuestos antifungicos en el
mercado global de fungicidas en los ultimos treinta afios. Ademas, las moléculas
antifungicas utilizadas en la actualidad pertenecen Unicamente a tres clases diferentes,
actuando fundamentalmente sobre la biosintesis de ergosterol y pared celular, asi como
sobre la integridad de membrana plasmatica (Campoy, S. and Adrio, 2017). Se estan
usando de forma masiva un namero limitado de fungicidas quimicos que presentan un
limitado espectro de accién, favorecen la seleccion de cepas resistentes y ademas
presentan toxicidad inespecifica poniendo en peligro la salud humana y el medioambiente.
Ademas, se estan empezando a describir resistencias cruzadas en clinica causadas por
fungicidas utilizados en agricultura, lo que supone un enorme problema a medio plazo para
el control de enfermedades en la agricultura. Por estos motivos existe una necesidad
urgente de encontrar nuevas moléculas antifungicas, y a ser posible con modos de accion
diferentes a los ya conocidos (Perfect, 2016), y una crisis de antifingicos completamente
paralela a la mas conocida de los antibioéticos antibacterianos.

Los péptidos y pequefias proteinas antimicrobianas (AntiMicrobial Peptides, AMP)
tienen actividad antimicrobiana directa y son producidos por organismos de muy diversa
escala filogenética, desde procariotas inferiores a eucariotas incluyendo insectos, plantas,
hongos y animales superiores como el ser humano. Los AMPs forman parte de sistemas



de competicidon por nutrientes en microorganismos o mecanismos de defensa contra el
ataque de virus, bacterias y hongos en organismos superiores. Los AMPs son de gran
interés para el desarrollo de nuevos antibiéticos incluyendo nuevos antifungicos, y pueden
ser producidos mediante estrategias biotecnolégicas (Marcos et al., 2008). Todos los AMPs
independientemente de su origen presentan caracteristicas comunes, aunque su
estructura es variable: son péptidos de pequefio tamafo (entre 10 a 50 aminoacidos),
cationicos y con alta proporcién de residuos hidrofébicos.

1.2. Penicillium digitatum: el principal patdgeno de frutos citricos.

La especie Penicillium digitatum y en menor medida Penicillium italicum, son los
hongos patégenos postcosecha mayoritarios de los frutos citricos, el principal cultivo frutal
del mundo y de Espafa. Ambos llegan a causar entre el 5 y 10% de pérdidas de la
produccion de citricos durante su almacenamiento y comercializacién, a pesar de la
utilizacién masiva de tratamientos postcosecha con fungicidas. P. digitatum es un hongo
necroétrofo causante de la enfermedad conocida como la podredumbre verde, especifico de
citricos y que infecta a través de heridas preexistentes en la piel del fruto (Marcet-Houben
et al., 2012; Palou, 2014) (Figura 2). Por su importancia, ha aumentado el interés por
conocer mejor su patogenicidad (Gandia et al., 2014), su interaccion con el fruto
(Gonzalez-Candelas et al., 2010) y se ha secuenciado el genoma de distintas cepas
(Marcet-Houben et al., 2012; Sun et al., 2013), una de ellas la cepa de referencia utilizada
por el laboratorio del IATA (Cepa PHI26, CECT 20796, Fig. 1). El genoma de esta cepa
(WGS AKCTO01) tiene un tamano de 26 Mb y un total de 9.132 ORFs anotadas.
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Figura 2. El hongo P. digitatum patégeno postcosecha de frutos citricos. Fruto de naranja infectado
por P. digitatum CECT20796 o PHI26 (A) y crecimiento del hongo en placa de cultivo de PDA (B). (C)
Regiones gendmicas compartidas entre P. chrysogenum y P. digitatum divididas en supercontigs
obtenidos por WGS (Whole Genome Shotgun). Se muestran coloreados los genes ortdlogos en ambos
hongos (izquierda), y con el mismo color los que aparecen en un mismo scaffold en P. digitatum. Los
genes coloreados en azul (derecha) representan a los genes paralogos de P. chrysogenum.



1.3. Las proteinas antifungicas de hongos.

Un grupo de AMPs son las llamadas proteinas antifungicas (AntiFungal Proteins,
AFPs) producidas por hongos filamentosos ascomicetos, principalmente del género
Penicillium y Aspergillus (Meyer, 2008). Las AFPs estan filogenética y estructuralmente
relacionadas con las proteinas antifungicas de tipo defensinas, producidas por plantas o
mamiferos. Son proteinas de alrededor de 50 aminoacidos, ricas en cisteinas (Cysteine-
Rich Proteins, CRPs), catiénicas (pl > 9) y con una estructura en laminas (3 estabilizada por
puentes disulfuro (Hegedis & Marx, 2013). Presentan un elevado interés biotecnoldgico
por su alta actividad antifungica, especificidad y estabilidad. Tienen actividad antifingica a
concentraciones micromolares y nula toxicidad frente a células de plantas o mamiferos
(Beatriz & Alvaro, 2006; Garrigues, Gandia, Popa, et al., 2017; Rusznak et al., 2005).
Siguiendo diferentes criterios, el laboratorio del IATA ha rastreado los genomas de hongos
filamentosos encontrando una gran diversidad de proteinas AFP y proponiendo su
clasificacién en las clases A, B y C (Garrigues et al., 2016). En la clase A se encuentran la
mayor parte de las AFPs mejor caracterizadas, como la PAF producida por Penicillium
chrysogenum (Batta et al., 2009), la AFP de Aspergillus giganteus (Lacadena et al., 1995),
y la NPAF de Neosartorya fisheri (Kovacs et al., 2011; Viragh et al., 2015). Estas AFPs son
secretadas en grandes cantidades por sus organismos productores que presentan
inmunidad ante sus propias proteinas AFP. Distintos hongos tienen en su genoma un
numero variable de genes afp, entre uno y tres, y normalmente en una determinada cepa
solo se produce la proteina correspondiente a uno de ellos.

P. digitatum solo tiene en su genoma un gen afpB de clase B pero, sin embargo, la
AfpB correspondiente no ha podido ser detectada en cultivos de cepas silvestres del hongo
(cepa CECT20796, Figura 3A). El laboratorio del IATA ha logrado la produccion
recombinante de AfpB en el propio P. digitatum mediante una estrategia en la que la
secuencia codificante se ha puesto bajo el control de secuencias reguladoras (promotor y
terminador) del gen paf de P. chrysogenum (Garrigues et al., 2017; Sonderegger et al.,
2016). Bajo estas condiciones, la proteina se produce en fases tardias/estacionarias de
cultivo, cuando los nutrientes casi se han agotado, y se han conseguido altos rendimientos
de 20 mg de proteina pura por L de cultivo en las cepas recombinantes de P. digitatum
PDSG2441 (Fig. 2A) 6 PDSG420 (Hernanz-Koers et al., 2018).

La disponibilidad de proteina pura esta permitiendo su caracterizacion en
profundidad. La AfpB tiene la particularidad de que es una proteina con alta actividad
antifungica frente a su propio hongo (concentracion minima inhibitoria, MIC = 4 ug/mL, 0,6
pUM) (Fig. 2B). Por otra parte, la AfpB de P. digitatum es muy activa frente otras especies
de Penicillium e inactiva frente a bacterias y levaduras (Garrigues et al., 2017). Se ha
modelizado su estructura terciaria, y es similar a las AFPs de otros hongos como PAF de
P. chrysogenum (Fig. 2C). La AfpB presenta cinco laminas 3 antiparalelas que se conectan
a través de cuatro lazos, donde uno de ellos es catidnico y esta expuesto en la superficie
de la proteina. Estas laminas generan dos hojas 3 con seis residuos de cisteina, donde se
forman los puentes disulfuro que aportan estabilidad a la proteina (Garrigues et al., 2017).
Cabe resaltar la presencia de una estructura tridimensional llamada motivo-y, cuya
secuencia consenso es GXCXs3.0C y que se encuentra generalmente en proteinas con
actividad antimicrobiana (Yount & Yeaman, 2004).
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Figura 3. La proteina antifungica AfpB de P. digitatum. (A) Analisis mediante SDS-PAGE y Western
blot del sobrenadante de cepas de P. digitatum productoras de AFPs (AfpB y PAF) (4-8 ug de proteina
por muestra) y de las proteinas purificadas (1 ug por linea). Visualizadas por azul de Coomasie y tras un
immunoblot con anticuerpos anti-AfpB y anti-PAF. (B) Curva dosis-respuesta del crecimiento de P.
digitatum en la presencia de AfpB. (C) Modelo tridimensional de la proteina AfpB. MIC: Concentracion
minima inhibitoria (Minimum Inhibitory Concentration), ICs,: Concentracion a la que se inhibe crecimiento
del hongo a la mitad (50% Inhibitory Concentration).

1.4. Mecanismo de accién y funcion de proteinas AFP.

Las AFPs tienen un gran interés biotecnoldgico como nuevas moléculas antifungicas
especificas, muy activas, altamente estables y que se pueden producir en biofactorias
fungicas mediante biotecnologia. Para la futura aplicacion biotecnolégica de estas AFPs,
es necesario: (i) conocer su mecanismo de accion antifungico, y (ii) la funcién bioldgica que
desempefian para el hongo productor. Ademas, el conocimiento de su modo de accion
puede identificar nuevas dianas potenciales para el desarrollo de moléculas antifungicas.
Los escasos estudios sobre modo de accién y funciéon biolégica se han centrado en las
proteinas de clase A, sobre todo en las mas estudiadas: La AFP de A. giganteus y la PAF
de P. chrysogenum (Meyer & Jung, 2018). La AFP se une a la pared celular o a la
membrana plasmatica de hongos sensibles, produciendo una pérdida de la integridad de
la pared celular y causando la permeabilizacion de la membrana. Esta pérdida de la
integridad de la pared celular puede estar relacionada con la inhibicion de la actividad
quitina sintasa por la presencia de AFP, que se ha descrito como una actividad importante
para el correcto desarrollo, morfogénesis, patogenicidad y virulencia de los hongos
filamentosos (Gandia et al., 2012, 2014). Otro posible efecto de la presencia de AFP puede
ser su union a acidos nucleicos a través del motivo estructural de unién a oligonucleétidos
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u oligosacaridos (OB), causando la neutralizacién de la carga de los acidos nucleicos y la
condensacion del DNA (Marti et al., 2002). En cambio, la PAF de P. chrysogenum
hiperpolariza la membrana plasmatica y perturba la homeostasis de calcio, causando la
apoptosis por el aumento de especies reactivas de oxigeno en hongos sensibles del género
Aspergillus. De forma similar, la NAFP de Neosartorya fischeri induce la apoptosis en A.
nidulans (Hegedus & Marx, 2013; Meyer & Jung, 2018). Hasta la fecha, no se ha hecho un
estudio transcriptédmico para aportar datos sobre el modo de accion de proteinas AFP. El
unico trabajo relacionado es un meta analisis de todos los datos trascriptémicos disponibles
del hongo Aspergillus niger y en el que se buscan correlaciones con la expresiéon del gen
que codifica para AFP (Paege et al., 2016).

2. OBJETIVOS

El objetivo global de este trabajo es contribuir a la caracterizacién del modo de accion
de la proteina antifungica AfpB sobre P. digitatum, el hongo fitopatégeno en el que fue
identificada la proteina. Para ello, se llevara a cabo un analisis del transcriptoma a través
de secuenciaciéon masiva por RNA-seq y posterior analisis bioinformatico de los resultados
obtenidos. Para alcanzar este objetivo global se plantean los siguientes objetivos
individuales:

1. Obtencién de muestras de micelio y de su RNA total de la cepa silvestre P. digitatum
(CECT 20796) y de una cepa sobreproductora de AfpB (PDSG420), bajo distintos
tratamientos de exposicién a AfpB.

2. Determinacion del transcriptoma mediante RNA-seq y de los genes expresados
diferencialmente (DEGs, Diferentially Expressed Genes) en los distintos tratamientos.
Este objetivo se ha abordado con la ayuda del servicio de Gendmica del SCSIE de la
Universitat de Valéncia.

3. Andlisis del enriquecimiento funcional de los DEGs. Para este objetivo ha sido
necesario mejorar la anotacién funcional por ontologia génica (GO) del genoma de
P. digitatum CECT 20796 que estaba disponible.

4. |dentificacidon de genes potencialmente implicados en el modo de accién de AfpB.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Cepas, medios y condiciones de cultivo.

Las cepas utilizadas fueron P. digitatum CECT20796 (aislado PHI26) (Marcet-
Houben et al., 2012) y una cepa derivada de la misma (PDSG420) super productora de la
proteina AfpB (Hernanz-Koers et al., 2018). Todas las manipulaciones se realizaron en
condiciones de esterilidad. Para la obtencion de conidios asexuales (esporas) ambas cepas
se crecieron en medio solido PDA (Potato Dextrose Agar) durante 7-10 dias a 25°C. Las
esporas se recogieron de la placa de PDA por rascado, se dispersaron en agua estéril, y
se filtraron para eliminar restos de micelio. La concentracion de conidios se determind en
una camara Neubauer.

Los cultivos para los tratamientos se crecieron en 200 mL de medio liquido de PDB
(Potato Dextrose Broth) al 25% (matraces de 1L) a una concentracién de 1 x 10°
conidios/mL, durante 42-48 horas con una agitacion de 180 rpm y a una temperatura de
25°C. Se realizaron tres réplicas biolégicas para cada uno de los tratamientos detallados
en la Figura 3A, los cuales varian en funcion de la ausencia o del tiempo que la proteina
AfpB esta presente en el medio y su concentracion (ver seccion 4.1 de Resultados).

3.2. Extraccion y procesamiento de RNA total

El micelio obtenido en los tratamientos se obtuvo por filtracién y escurrido de los
cultivos. Inmediatamente se congeldé en nitrégeno liquido y almacendé a -80 °C. La
extraccién de RNA segun el procedimiento de extraccion fendlica en LiCl se realizé a partir
del micelio congelado de las cepas de P. digitatum conforme al protocolo descrito (Gandia
et al., 2012). Posteriormente, 10 ug de RNA total se trataron con DNasa libre de RNasa
para eliminar los restos de DNA, mediante el kit AM1906 DNA-free de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (AMBION). La calidad y concentracién del RNA total se
determinaron inicialmente en el IATA por espectrofotometria mediante lectura en Nanodrop
y gel de electroforesis TAE (Tris Acetato EDTA) y 1% agarosa tefiido con bromuro de etidio
(Sambrook, J. and Russell, 2001). Las muestras se enviaron al Servicio de Gendmica del
SCSIE de la Universitat de Valéncia. para su validacion para utilizacion en RNA-seq
mediante analisis por electroforesis capilar (Bioanalyzer 2100, Agilent).

3.3. RNA-seq

La secuenciacion de RNA mensajero de alto rendimiento fue realizado por el Servicio
de Genodmica del SCSIE de la Universitat de Valéncia. Para la construccion de la libreria
de cDNA se usoé el protocolo TruSeq Stranded mRNA Sample Prep Kit (lllumina) y se
analizé la calidad con el Bioanalyzer 2100 (Agilent). Se secuenciaron con lectura Unica
(single-reads) las librerias con la plataforma NextSeq 500 de lllumina, obteniéndose
lecturas de 75 nucledétidos en formato Fastq. El protocolo de procesamiento de las lecturas
siguié las pautas recomendadas (Conesa et al., 2016) y fue el siguiente:



3.4.

. Se uso el programa FastQC para determinar la calidad de las lecturas.

. Las secuencias de baja calidad (menos de 20 nucleétidos y las que presentan un

elevado numero de N) se eliminaron mediante el software Cutadapt que también
excluye las secuencias de los oligonucleétidos adaptadores.

. Se mapearon las lecturas sobre el genoma referencia de P. digitatum CECT 20796

(NCBI, WGS AKCTO01) descargado de Ensembl con el software Tophat2 y se
obtuvieron los ficheros BAM (Binarily compressed sequence Aligment/Map).

. El sofware Samstats se us6 para controlar la calidad de los ficheros BAM.

. A partir de estos ficheros BAM y el fichero GTF (Gene Transfer Format) el software

Qualimap se uso6 para controlar la calidad, detectando los sesgos en la secuenciacion
y en el mapeo de las lecturas, y se utilizé para la cuantificacién del nimero de lecturas
por gen.

. Se detectaron los genes de expresion diferencial (DEGs) utilizando dos métodos y

paquetes alternativos de R Bioconductor: EdgeR y DESeqg2, basados en la
distribucion binomial negativa. Los datos se normalizaron para evitar sesgos
relacionados con la profundidad de secuenciacion entre las muestras. Para este
ultimo sesgo se usaron métodos diferentes en funcién de cada software, por TMM
(Trimmed Mean of M-values) en el caso de EdgeR y por la relacion entre media y
varianza cuando se estima la dispersion de los datos (sizeFactors) en el caso de
DESeq2.

Mejora de la anotacion funcional y enriquecimiento funcional.

El software Blast2GO v5.0 (Conesa & Stefan, 2008) se utilizé para la mejora de la

anotacion funcional y el analisis de enriquecimiento funcional de los DEG. Se mejoré la
anotacion funcional del genoma de referencia de P. digitatum descargado de Ensembl
(www.ensembl.org) en formato FASTA. Se cre6 una base de datos local de las proteinas
en formato FASTA de diez genomas de hongos cercanos filogenéticamente a P. digitatum
(Tabla 1). La anotacion se llevé a cabo con el siguiente procedimiento:

1. Se realizé una busqueda BLAST en Blas2GO con el algoritmo BLASTP 2.4.0 y sus

parametros por defecto, con todas las proteinas anotadas en P. digitatum contra la
base de datos local.

. El resultado se utilizé para un mapeo online contra la base de datos PIR (Non-

redundant Reference Protein Database), que incluye PSD, Uniprot, Swiss-Prot,
TrEMBL, RefSeq, GenPept y PDB. Se obtuvieron términos GO (Gene Ontology)
asociados a las proteinas de P. digitatum.

. Los términos GO con mayores niveles de fiabilidad se seleccionaron a través del

paso de anotacion utilizando el criterio de filtrado de Blast2GO y los parametros de
defecto.

. Se enriquecié la anotacién en términos GO con la base de datos EMBL-EBI InterPro

y con el ANNEX annotation augmentation.



5. Posteriormente se mapearon los cédigos de enzimas que se asocian a las proteinas
de la base de datos enriquecida de P. digitatum.

Tabla 1. Especies de hongos usadas para la base de datos local en Blast2GO.

Especie Ensamblado Base de datos
Penicillium chrysogenum ASM71027v1 NCBI
Penicillium expansum PEX1 Ensembl
Penicillium italicum ASM76976Vv1 Ensembl
Aspergillus fumigatus ASM265v1 Ensembl
Aspergillus nidulans ASM1142v1 NCBI
Aspergillus niger ASM285v2 NCBI
Botrytis cinerea ASM83294v1 Ensembl
Fusarium oxysporum FO2 Ensembl
Magnaporthe oryzae MG8 Ensembl
Neurospora crassa NC12 Ensembl

A partir de los ficheros que contienen los DEGs (Diferentially Expressed Genes), junto
con la anotacioén realizada con Blast2GO, se determiné el enriquecimiento funcional de los
DEGs en Blast2GO, a través del paquete FatiGO que realiza un test estadistico basado en
la prueba exacta de Fisher. Esta herramienta busca si la asociacién entre los términos GO
y los genes son significativas, obteniendo asi los términos GO que representan las
funciones que los DEGs presentan.

4. RESULTADOS

4.1. Respuesta de las cepas de P. digitatum a tratamientos con AfpB.

En este trabajo se han planteado tres tipos de tratamientos o muestras para obtener
datos de RNA-seq relacionados con el modo de accién de AfpB sobre P. digitatum, los
cuales se han comparado con la condicidn control sin tratamiento (resumidos en Fig. 3A).
Los datos previos de inhibicion de crecimiento (Fig. 2C, MIC de 4 ug/mL) se habian
obtenido, como es habitual en el trabajo con AMPs, en cultivos miniaturizados con placas
de microtitulo de 96 pocillos, con un volumen total de 100 yL en cultivo estatico y sin
agitacién. Para este estudio se hacia necesario determinar la actividad inhibitoria de AfpB
en condiciones de cultivo en matraz, con un volumen total de 200 mL que permitiera
recoger suficiente micelio de P. digitatum para la extraccion de RNA. Bajo estas
condiciones experimentales, se obtuvieron para la cepa parental CECT20796 de P.
digitatum alrededor de 1 g de micelio en la condicién control (tratamiento 01, Figs. 3A 'y
3B), cantidad adecuada para la extraccion de RNA.

El primer tipo de muestras a comparar con el control fueron tratamientos sobre el
micelio ya crecido a una concentracion sub-inhibitoria de AfpB (1 pg/mL) durante 1 6 3 h
(tratamientos 05 y 06, Fig. 3A). En estos casos, no se observo efecto de la proteina sobre
el crecimiento tal y como estaba previsto, obteniéndose una biomasa similar a la condicién
control en ambos casos (Fig. 3A 'y Fig. 3B).



En el segundo tipo de tratamiento, el hongo se crecié en presencia de la proteina
desde el principio, como un componente mas del medio de cultivo. Sorprendentemente, en
estas condiciones de cultivo la proteina AfpB es mucho mas activa que en las placas de
microtitulo, ya que a muy bajas concentraciones (desde 1 ug/mL hasta 65 ng/mL) inhibe el
crecimiento de P. digitatum casi en su totalidad (Fig. 3A, tratamientos 02, 03 y 07),
obteniéndose una cantidad de micelio insuficiente para la extraccion de RNA. Este
resultado también queda reflejado cualitativamente en las imagenes de los matraces de los
tratamientos 03 y 07 (Figs. 3C-D). En cambio, una disminucion en la concentracion hasta
31 ng/mL permitié un cierto crecimiento del hongo (tratamientos 09 y 11, Fig.3A) que,
aunque muy limitado (<100 mg), hizo posible la extraccion del RNA (ver apartado siguiente,
4.2).

En el tercer tipo de muestra se compard la cepa control con la sobreproductora de
AfpB. Las dos cepas de P. digitatum no se comportan igual en las mismas condiciones de
cultivo, ya que la cepa parental CECT20796 (tratamiento 01) tiene un mayor crecimiento
que la cepa PDSG420 (tratamiento 08) (Fig. 3A).

A
Tratamiento Cepa Condiciones Micelio (g)
01 CECT20796 Control sin proteina
02 CECT20796 Crecimiento con AfpB 1 pug/mL
03 CECT20796 Crecimiento con AfpB 0.25 pg/mL
05 CECT20796 Tratamiento 1h con AfpB 1 pg/mL
06 CECT20796 Tratamiento 3h con AfpB 1 pg/mL
07 CECT20796 Crecimiento con AfpB 0.065 pg/mL
08 PDSG420 (AfpB+) Control sin proteina
09 CECT20796 Crecimiento con AfpB 0.031 pg/mL
1 CECT20796 Crecimiento con AfpB 0.031 pg/mL ! ; ;
0 0.5 1 1.5
B C D

Figura 3. Comportamiento de P. digitatum en presencia de la proteina antifingica AfpB. (A)
Caracteristicas de los tratamientos a los que ha sido sometido P. digitatumy su respuesta de crecimiento,
calculado como peso medio de micelio recogido en tres réplicas bioldgicas realizadas por tratamiento.
(B) P. digitatum (PHI26) crecido en ausencia de AfpB durante 42-48 horas, a 28°C y a 180 rpm en PDB.
Antes de la recogida del micelio se afiadié durante 1 hora la proteina antifangica (1 pg/mL). (C) P.
digitatum (PHI26) crecido en presencia de AfpB a una concentracion de 0.065 ug/mL durante 42-48
horas, a 28°C y a 180 rpm en PDB. (D) P. digitatum (PHI26) crecido en presencia de AfpB a una
concentracion de 0.25 pg/mL durante 42-48 horas, a 28°C y a 180 rpm en PDB.



4.2. Obtencion de RNA total de calidad apropiada

Se extrajo RNA total de cada una de las 15 muestras de micelio (tratamientos 01, 05,
06, 08 y 11; tres réplicas biolégicas A, B, y C de cada uno). EI RNA de las muestras
presento la calidad, concentracion e integridad necesaria para el experimento de RNA-seq
(Fig. 4). La calidad del RNA se comprob¢ inicialmente en gel de electroforesis de agarosa
(Fig. 4A), observandose las bandas caracteristicas del RNA ribosomal (28S y 18S). Estos
resultados se confirmaron en la imagen virtual generada mediante electroforesis capilar de
RNA (Bioanalyzer) (Fig. 4B). Los valores de concentracion obtenidos por espectofotometria
(Nanodrop) fueron menores que los obtenidos por el Bioanalyzer (Fig. 4C), aunque
consistentes entre muestras, debido a la variabilidad asociada a cada una de las técnicas.
El numero de integridad del RNA o RIN (Fig. 4C) no debe situarse por debajo de un valor
de 4,0 para que una muestra sea idénea para su analisis por RNA-seq, lo que se cumple
generalmente en las muestras analizadas, presentando una media de RIN de 5,8. El valor
minimo se encuentra en 3,3 (tratamiento 06.B) y el valor maximo en 6,9 (tratamiento 08.B),
cercano al valor 6ptimo para el experimento de RNA-seq que se situa en 7,0 (Fig. 4A).

A B

01.A 01.B 01.C 05.A 05.B 05.C 06.A 06.B 06.C 08.A 08.B 08.C 01.A 01.B 01.C 05.A 05.B 05.C 06.A 06.B 06.C 08.A 08.B 08.C

— -
- I — — — — — — — ——

C
Tratamiento Nanodrop ng/uL | Bioanalyzer ng/pL RIN
01.A 180.2 171.0 4.7
01.B 1745 191.0 4.9
01.C 202.5 215.0 5.8
05.A 220.9 321.0 6.1
05.B 238.9 261.0 3.3
05.C 2404 259.0 5.7
06.A 2298 314.0 6.3
06.B 2188 294.0 6.7
06.C 226.2 440.0 5.3
08.A 272.7 378.0 5.8
08.B 2453 252.0 6.1
08.B 204.7 271.0 6.9
11.A 105.1 123.5 5.8
11.B 180.9 187.0 6.2
11.C 157.5 174.0 6.7

Figura 4. Concentracion, calidad e integridad del RNA obtenido del micelio de P. digitatum. (A)
Gel de electroforesis TAE (Tris Acetato EDTA) 1% de agarosa, siguiendo el orden de izquierda a
derecha son las réplicas A, B y C de los tratamientos 01, 05, 06 y 08. (B) Imagen virtual del Bioanalyzer
2100 (Agilent), siguiendo el orden de izquierda a derecha son las réplicas A, B y C de los tratamientos
01, 05, 06 y 08. (C) La concentraciéon del RNA fue medida por espectofotometria en el Nanodrop y por
electroforesis capilar en el Bioanalyzer para cada una de las réplicas por tratamiento realizadas. Esta
ultima técnica permite la medicion de la integridad del RNA o RIN.
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4.3. Determinacion de genes que se expresan diferencialmente

Tras ser evaluada la concentracion, calidad e integridad del RNA en las muestras de
los diferentes tratamientos, dichas muestras (15 en total) se enviaron al servicio de
secuenciacién masiva del SCSIE de la Universitat de Valéncia para su analisis por RNA-
seq. En dicho servicio se obtuvieron las librerias de cDNA a partir de las muestras
enriquecidas en RNA mensajero poli-A, que posteriormente se secuenciaron a través de
NextSeq 500 de lllumina. El experimento se disefidé para una cantidad de lecturas crudas
por réplica del orden de entre 20 y 30 millones de lecturas (2-3 x 107), con un tamafio de
75 nucledtidos por lectura, para dar una cobertura total del genoma del orden de 50-75
veces por muestra. Tras el control de calidad de las lecturas crudas que incluye la
eliminacion de los adaptadores de las librerias y las secuencias de baja calidad, el analisis
de calidad mostré que no existian grandes diferencias entre las lecturas crudas y
procesadas, ya que mas del 99% de las secuencias crudas eran de calidad (Tabla 2).

Tabla 2. Calidad de las lecturas secuenciadas en RNA-seq

Tratamiento Lecturas crudas | Lecturas procesadas | % Lecturas con calidad
01.A 3.326E+07 3.326E+07 99.99
01.B 2.899E+07 2.898E+07 99.98
01.C 2.275E+07 2.274E+07 99.97
05.A 2.456E+07 2.456E+07 99.99
05.B 4.062E+07 4.061E+07 99.99
05.C 3.629E+07 3.628E+07 99.99
06.A 3.314E+07 3.314E+07 99.99
06.B 2.895E+07 2.894E+07 99.97
06.C 3.330E+07 3.330E+07 99.99
08.A 3.195E+07 3.194E+07 99.98
08.B 2.180E+07 2.180E+07 99.98
08.B 2.576E+07 2.574E+07 99.93
11.A 3.496E+07 3.496E+07 99.99
11.B 2.706E+07 2.705E+07 99.97
11.C 2.514E+07 2.511E+07 99.88

Las lecturas procesadas de cada réplica se mapearon sobre el genoma de P.
digitatum con el software Tophat2, obteniendo unos porcentajes de lecturas mapeadas
variables entre las réplicas entre 91,8 y 94,0%, suponiendo una cobertura del genoma del
77X aproximadamente por réplica.

Con los datos normalizados del RNA-seq se pudo observar como las distintas
réplicas se distribuyen en funcion de su varianza en un analisis de componentes principales
o PCA (Principal Component Analysis). En el PCA obtenido, la primera componente
principal explica un 61,07% de la varianza de las réplicas, y la segunda componente
principal explica el 13,94% de la variabilidad de los datos. Los tratamientos a tiempos cortos
con la proteina AfpB (tratamiento 05 y 06) junto con la condicién control (tratamiento 01) se
separan de los tratamientos largos (tratamiento 11) o la cepa productora de AfpB
(tratamiento 08) por la primera componente principal. Las réplicas de un mismo tratamiento
aparecen conjuntamente a excepcién de una de las réplicas de la condicion control (Fig.
5A). Dos de las tres réplicas del tratamiento control (01A y 01B) se separan del resto de
muestras por la segunda componente principal (eje vertical). A partir de los datos de de las
réplicas por tratamiento en un mapa de expresién (heatmap, Figura 5B) obtenido a partir
de las lecturas por millén o CPM (Counts Per Million) que mapean sobre cada gen.
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Figura 5. Variabilidad de las réplicas por tratamiento. (A) Analisis de componentes principales (PCA) de
los datos normalizados (log2RPM) de cada réplica. (B) Agrupacion jerarquica (hierarchical clustering)
basada en la correlacion de los datos de expresidon normalizados (log2RPM) de los DEGs. Los colores
representan el nivel de expresién por gen de mas expresado (verde) a menos expresado (rojo), calculado
como el valor medio de cada gen en el conjunto de las réplicas al que se resta el valor en cada una de las
réplicas. PC1: Primera componente principal, PC2: Segunda componente principal
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El dendrograma de los datos de expresion agrupa los distintos tratamientos de
manera que los mas parecidos entre si son los tratamientos puntuales a 1 y 3 horas
(tratamientos 05 y 06) por una parte, y los del tratamiento en continuo (11) junto con el
crecimiento en presencia de la proteina (08) por otra. Los datos recogidos en la Figura 5
indican que, con la variabilidad experimental y limitaciones propias de la técnica, las
muestras son apropiadas para el analisis transcriptémico de expresioén diferencial.

A

01vs05

Log,CPM

10

Figura 6. Representacion de los DEGs por tratamiento obtenidos de EdgeR (FDR<0,01). (A)
Diagrama de dispersién (volcano plot) donde cada punto representa a un gen en funcion del log2FC y
log2CPM (valor normalizado de las lecturas por millon o RPM). Los DEGs se representan en rojo para
los genes reprimidos y en verde para los genes inducidos en cada tratamiento respecto al control

(tratamiento 01). (B) Diagrama de Venn del nimero de DEGs en cada tratamiento y de los compartidos
entre tratamientos.
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Tabla 3. Numero de genes expresados diferencialmente por software.

Software DESeq2 \ EdgeR Comunes

Muestras |Inducidos|Reprimidos| Total [Inducidos|Reprimidos| Total |Inducidos|Reprimidos| Total |[% Inducidos (% Reprimidos|
01 vs 05 202 493 695 134 408 542 126 371 497 25,35 74,65

01 vs 06 477 907 1384 335 689 1024 293 633 926 31,64 68,36

01 vs 08 576 929 1505 297 792 1089 285 723 1008 28,27 71,73
01vs 11 1877 2266 4143 1257 2167 3424 1231 2052 3283 37,5 62,50

Para la obtencion de los genes DEGs que de forma significativa se expresan
diferencialmente, se utilizaron los softwares EdgeR y DESeqg2. Cada uno de los
tratamientos se compard con el control o tratamiento 01 para determinar los DEGs y
distinguir entre genes inducidos y reprimidos en cada caso. El numero de DEGs varia con
respecto al software utilizado, siendo EdgeR mas restrictivo que DESeq2 con los mismos
parametros (FDR < 0.05) (Tabla 3). Esto se debe a que los softwares utilizan métodos
diferentes para la normalizacién de los datos, aunque se basan ambos en la binomial
negativa y suelen ser los métodos que aportan resultados mas similares. Con respecto al
control, el tratamiento 11 presenta un mayor nimero de DEGs que los demas tratamientos
llegando a 4.143 genes (casi la mitad del genoma), seguido del tratamiento 08 y tratamiento
06, mientras que el tratamiento 05 es el que menor niumero de DEGs presenta no
superando los 695 genes. Los genes reprimidos se encuentran en mayor numero que los
genes inducidos en todos los casos estudiados. El porcentaje de genes reprimidos
comunes en ambos softwares no disminuye del 62,5%, y los genes inducidos no superan
el 37,5% (Tabla 3). Este hecho también se observa en los Volcano plots (FDR < 0.01),
donde los DEGs reprimidos e inducidos (puntos de color rojo y verde respectivamente) se
representan sobre los genes no expresados diferencialmente en cada uno de los casos
(Fig. 6A). Conforme la proteina AfpB permanece mas tiempo con el hongo, se puede
observar un aumento de DEGs (Fig. 6A y 6B), y también un mayor niumero de genes
compartidos entre los tratamientos 05 y 06 o tratamientos cortos, y entre los tratamientos
08 y 11 o tratamientos en continuo. (Fig. 6B). Por otra parte, el cambio en el parametro de
significancia (FDR) de menor que 0.05 a menor que 0.01, se relaciona directamente con la
reduccion de los DEGs en cada tratamiento, asi como un menor nimero de los DEGs que
son compartidos entre los tratamientos.

4.4. Mejora de la anotacién funcional

La anotacion funcional basada en ontologias génicas o términos GO (Gene Ontology)
se clasifica en tres categorias: proceso bioldégico (PB), funcion molecular (FM) y
componente celular (CC). También se divide en niveles, siendo los niveles mas altos los
que describen de forma mas detallada la categoria de un gen en cuestion. Un
procedimiento habitual en un proyecto de RNA-seq es determinar si las listas de DEGs
tienen un enriquecimiento especifico en alguna categoria GO, lo que indicaria que esa
categoria funcional esta implicada en el proceso biolégico estudiado. En nuestro caso, los
estudios preliminares que realizamos nos revelaron que la anotacion funcional GO del
genoma de P. digitatum CECT 20796 (WGS AKCTO01) disponible en las bases publicas
(JGI Joint Genome Institute y UniProt) y que data del afio 2012 (Marcet-Houben et al., 2012;
Sun et al., 2013) era muy pobre, y con ella no se obtuvo ninguna categoria funcional
significativa en ninguno de los tratamientos estudiados. Por tanto, nos planteamos mejorar
dicha anotacion funcional. La mejora de la anotacién funcional en términos GO se llevé a
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cabo con el paquete Blast2GO v5.0, siguiendo el procedimiento recomendado (Fig. 7) (ver
apartado 4.4 de Materiales y Métodos).

La nueva anotacion propuesta en este trabajo recoge 8.014 genes anotados que
representa un 87,7% del total (Fig. 8). En comparacion con la anotacién de JGI, se ha
aumentado el niumero de genes anotados en un 33.2% y en el caso de UniProt en un
25,3%, quedando un 12,2% de genes sin anotacion frente al 45,5% que presentaba el JGI
y 37,5% de UniProt (Fig. 8A). Se ha representado el numero de genes con respecto al
numero de términos GO, tendiendo a disminuir conforme aumenta el numero de términos
GO en ambas anotaciones, es decir que cada vez son menos los genes que tienen un alto
numero de términos GO acumulados (Fig. 8B). Los genes pueden estar anotados con
términos GO de las tres, dos, una o ninguna de las categorias funcionales mencionadas
anteriormente. En la nueva anotacion propuesta en este trabajo observamos como se ha
aumentado el porcentaje de genes con las tres categorias y disminuido el numero de genes
sin anotacion con respecto a la anotacion de JGI y UniProt (Fig. 8C). La nueva anotacion
funcional obtenida en este estudio se encuentra disponible en el laboratorio del IATA en
formato Blast2GO (fichero “penicillium_digitatum_phi26_blast2go_v3_6.b2g", tamafo 69,4
Mb).

Genoma Creacion
P. digitatum de la base
(.fasta) de datos

BlastP contra la
base de datos

Mapeo UniProt

., Mapeo de
Anotacion “an
codigos de
+Interpro >
encimas

Figura 7. Esquema del procedimiento seguido para obtener la anotacién propuesta en Blast2GO.
El genoma de referencia de P. digitatum fue descargado de Ensembl en formato FASTA. La base de
datos local utilizada fue realizada con Blast2GO con los parametros por defecto y a partir de los genomas
de diez hongos cercanos filogenéticamente a P. digitatum (Tabla 1).
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Figura 8. Mejora de la anotacion funcional de P. digitatum con Blast2GO. Representacion del numero
de genes anotados y no anotados en las bases de datos JGI, UniProt y la propuesta obtenida por Blast2GO
(A), y en funcién del numero de términos GO (B). En cada una de las anotaciones analizadas se muestra
el numero de genes que tienen una, dos y tres combinaciones de las categorias GO o ninguna de ellas (C).

PB: ‘Proceso Bioldgico’, FM: ‘Funcion Molecular’, CC: ‘Componente Celular’.

4.5. Enriquecimiento funcional

Se realizé un enriquecimiento funcional de los DEGs a través de la herramienta
Blast2GO mediante un test de Fisher y la nueva anotaciéon funcional propuesta como
referencia. El analisis proporciona informacién sobre aquellas funciones o términos GO que
se encuentran sobre o infrarrepresentados en nuestro conjunto de DEGs en comparacion
con las funciones anotadas en la referencia. Se han acotado los resultados a los GO de
niveles mas altos, que en el caso de los tratamientos 05 y 06 son los niveles 7 y 8 (Tabla
4), mientras que para los tratamientos 08 y 11 se llega a niveles de 9 y 10 (Tabla 5). Como
la mayoria de DEGs en cada tratamiento son genes reprimidos, los términos GO de estos
genes son los que aparecen mayormente representados en el enriquecimiento. Del mismo
modo, la categoria de proceso bioldégico predomina en la anotacion funcional propuesta,
por lo que mayoritariamente los términos GO sobre o infrarrepresentados son de proceso
bioldgico.
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Tabla 4. Enriquecimiento funcional de por ontologia génica (GO) de DEGs en tratamientos 05 y 06.
Se muestran las funciones enriquecidas de los tratamientos 05 y 06 en los niveles GO 7 y 8, los cuales
fueron los mas altos que dieron valores significativos (FDR<0,01) en estos tratamientos. En rojo las
categorias sobre-representadas y en verde las infra-representadas. PB: Proceso Bioldgico, FM: Funcion
Molecular; CC: Componente Celular, FDR: False Discovery Ratio, DEG: Diferentally Expresed Gene, G
Ref.: Genes de la referencia. Los ficheros completos de anotacion funcional se encuentran disponibles en
el laboratorio del IATA.

Tratamiento|Expresion | Nivel| GO ID Nombre GO Tipo GO| FDR [N° DEG Tes{ N°G Ref.
7 |G0:0006572|Proceso catabdlico de la tirosina PB |2.3E-02 3 0
7 |GO:0043648|Proceso metabolico del acido dicarboxilico PB [3.2E-02 14 90
7 |G0:0006094| Gluconeogénesis PB | 3.1E-02 10 47
05 Reprimidos| 7 |G0:0009071|Proceso catabdlico de aminoacidos de la familia serina PB | 4.5E-02 3 1
7 |G0:0046496|Proceso metabolico del nucleétido nicotinamida PB [3.1E-02 14 88
7 |G0:0008106|Actividad alcohol deshidrogenasa (NADP +) FM  [2.5E-02 4 3
8 |G0:0006090|Proceso metabdlico de piruvato PB |6.6E-03 14 70
Inducidos 7 |G0:0034470|Procesamiento de ncRNA PB | 2.5E-02 0 231
7 |G0:0005506|Union a iones hierro FM  [3.7E-05 18 98
06 7 |G0:0000460Maduracién de 5.8S rRNA PB | 3.6E-02 10 23
Reprimidos| 8 |G0:0016072|Proceso metabdlico de rRNA PB | 1.0E-02 29 136
8 |G0:0000466|Maduracion de 5.8S rRNA del rRNA tricistronico PB [1.6E-02 9 15

Tabla 5. Enriquecimiento funcional de por ontologia génica (GO) de DEGs en tratamientos 08 y 11.
Se muestran las funciones enriquecidas de los tratamientos 08 y 11 en los niveles GO 7 y 8, los cuales
fueron los mas altos que dieron valores significativos (FDR<0,01) en estos tratamientos. En rojo las
categorias sobre-representadas y en verde las infra-representadas PB: Proceso Biolégico, FM: Funcién
Molecular; CC: Componente celular, FDR: False Discovery Ratio, DEG: Diferentally Expresed Gene, G Ref.:
Genes de la referencia Los ficheros completos de anotacion funcional se encuentran disponibles en el
laboratorio del IATA.

Tratamiento| Expresion | Nivel| GO ID Nombre GO Tipo GO| FDR |N° DEG Tes{ N° G Ref.
08 Reprimidos 9 |G0:1904659 Transporte transmembrana de glucosa PB  |9.1E-08 20 28
10 |G0:0046323 Importe de glucosa PB [2.5E-05 15 24
Inducidos 9 |G0:0009206/ Proceso biosintético de ribonucledsido triP de purina PB | 1.1E-03 24 49
9 |G0:0009168|Proceso biosintético de ribonucleésido monoP de purina)] PB [ 4.4E-06 33 58
9 |G0:0009168|Proceso biosintético de ribonucledsido monoP de purina)] PB | 8.2E-03 8 83
11 9 |G0:0016567Ubiquitinacion de proteinas PB | 3.6E-02 6 62
Reprimidos 9 |G0:0000377|Procesamiento de RNA, reaccion de transesterificacion | PB | 6.4E-05 4 85
9 |GO:1904659 Transporte transmembrana de glucosa PB [2.7E-06 29 19
10 |G0:0046323{Importe de glucosa PB | 3.2E-04 22 17
10 |G0:0008094|Actividad ATPasa dependiente de DNA FM | 2.0E-02 1 35

4.6. Seleccidn de genes

Se han seleccionado algunos genes relevantes por su anotacion funcional y patrones
significativos de represién o induccion (Tabla 6). Los genes se han filtrado segun el
parametro de cambio con respecto a la condicién control (log2FoldChange), segun las
lecturas por millon de cada gen (log2CountsPerMillion > 3) y el parametro de significancia
(FDR o False Discovery Ratio). En los genes seleccionados aparecen proteinas hipotéticas
(hypothetical protein) que suponen un 50% de los genes seleccionados. También se han
obtenido genes relacionados con la conidiogénesis (PDIG_59420), y genes involucrados
en la sintesis de la pared celular (PDIG_37510). También se encuentra entre los genes
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seleccionados la proteina antifungica AfpB, sobreexpresada por la cepa superproductora
PDSG420 (tratamiento 08).

Tabla 6. Seleccion de genes expresados diferencialmente obtenidos con EdgeR. Se muestra una
seleccion de DEG obtenidos con EdgeR que incluye a los cinco genes mas inducidos y los cinco mas
reprimidos en cada uno de los cuatro tratamientos. Los valores de abundancia de expresion (escala
logaritmica en base 2 de las lecturas por millén, log2CPM) se filtraron para los genes superiores a 3. Los
valores de cambio de expresion (log2FC) varian su color desde inducido (verde) a reprimido (rojo). El
parametro de significancia (FDR: False Discovery Ratio) se marca en color cuando es significativo (FDR
< 0,01) en cada tratamiento.

1vs5 1vs6 1vs8 1vs11
Gene ID Description Ensembl logfC logCPM FDR | logFC logCPM FDR | logFC logCPM FDR | logFC logCPM FDR
PDIG_01560 Hypothetical protein 2.58 3.76 7.7E-05 3.31 442 2.8E-03] -6.19 0.89 1.5E-09] -6.49 0.87 1.2E-12
PDIG_09380 Alternative oxidase -4.79 7.74 3.9E-07] -1.91 8.04 8.7E-02] 0.61 8.87 6.6E-01 0.35 8.73 7.1E-01
PDIG_10270 2,4-dienoyl-CoA reductase -4.62 7.26 3.4E-06| -3.15 7.37 1.0E-03] 0.51 8.33 7.7E-01 147 8.98 8.8E-02
PDIG_14170 MFS monocarboxylate transporter, putative 1.19 5.36 6.4E-01 1.26 542 8.8E-02| -4.64 3.55 2.8E-08| -8.27 351 1.7E-20
PDIG_14830 Hypothetical protein 3.07 2.81 9.9E-07| 3.03 2.81 1.2E-08 442 3.90 3.5E-16 478 4.28 6.5E-22
PDIG_14840 Acetolactate synthase 2.23 5.96 1.2E-05 2.39 6.12 4.7E-04|  -6.54 3.33 1.5E-19] -6.56 3.36 1.7E-22
PDIG_14850 Alpha-acetolactate decarboxylase, putative 2.26 8.30 2.0E-04 212 8.21 2.2E-03  -6.98 563 1.0E-34|  -8.31 5.67 1.4E-57
PDIG_25880 Hypothetical protein -4.78 6.91 5.8E-07) -4.85 6.92 1.7E-07| -1.58 712 8.5E-02| -2.76 6.92 2.8E-04]
PDIG_33070 Benzoate 4-monooxygenase cyt. P450 1.92 7.50 1.0E-03 2.62 8.10 7.1E-03| -5.36 512 4.9E-29] -7.01 5.13 3.3E-51
PDIG_34470 GABA permease, putative 2.08 3.43 9.9E-03 3.45 464 81E-15 -1.14 148 28E-01| -1.52 1.39 2.3E-02
PDIG_35740 Steroid monooxygenase (CpmA), putative 242 7.23 1.2E-03 2.21 7.08 1.8E-03| -6.61 444 T2E19| -7.73| 447 4.1E-25
PDIG_36860 NRPS-like enzyme, putative 215 9.71 6.2E-03 2.09 9.69 1.0E-02| -4.82 717 2.8E-13] -6.02 7.19 8.1E-23
PDIG_36880 Hypothetical protein 2.39 8.19 7.5E-04 2.23 8.08 3.0E-03| -5.52 543 1.0E-24] -5.69 547 1.0E-28
PDIG_37510 Endo-1,3(4)-beta-glucanase, putative -0.62 6.61 7.5E-01 -0.42 6.72 7.4E-01 -1.80 6.11 1.1E-02| -0.31 6.65 6.9E-01
PDIG_37530 Hypothetical protein 2.85 9.49 2.7E-05 3.34 9.95 1.7E-07| -5.32 6.34 3.6E-29] -6.20 6.36 2.1E-61
PDIG_41710 Hypothetical protein 0.44 5.48 9.1E-01 0.83 5.73 9.1E-02| -4.06 418 2.8E-10f  -8.90 412 1.8E-37
PDIG_42500 Hypothetical protein 3.18 598 1.1E-07| -0.76 3.34 3.4E-01 -0.37 3.34 7.8E-01 -2.68 2.76 3.0E-07|
PDIG_45940 Hypothetical protein 2.90 4.04 3.7E-06 3.56 466 7.0E-06] -1.62 127 8.1E-03] -2.16 1.16 6.4E-06
PDIG_46550 Formate dehydrogenase -1.71 449 23E-03] -1.32 461 1.0E-02 3.92 7.96 8.5E-10 5.19 9.21 1.0E-25
PDIG_46910 ERG3_Sterol delta 5,6-desaturase -2.63 9.21 8.1E-03] -2.86 9.19 5.3E-04] -0.18 9.75 9.4E-01 -0.10 9.81 9.5E-01
PDIG_47930 SNF2 family helicase, putative -4.33 3.25 1.5E-05) -4.91 3.23 7.2E-13] -4.06 3.12 5.1E-08] -4.81 3.10 4.1E-14
PDIG_48140 S-adenosyl-Met-sterol-C-methyltransferase 213 198 2.8E-02] -2.03 2.01 1.6E-02 0.67 290 6.0E-01 1.49 348 5.1E-02
PDIG_49600 MFS peptide transporter, putative 1.94 8.75 3.2E-03] 1.83 8.69 1.9E-04 1.10 7.98 4.8E-02 0.62 7.71 1.5E-01
PDIG_50010 Hypothetical protein -4.67 8.19 9.9E-07] -2.66 8.37 1.1E-02 -0.23 8.87 9.2E-01 -0.65 8.72 4.5E-01
PDIG_50670 Endopolygalacturonase 1 -0.78 10.37 7.5E-01| -0.72 1041 6.4E-01) -7.27 9.56 8.1E-13|  -7.74 9.58 2.8E-14
PDIG_50820 Hypothetical protein 219 9.41 1.8E-04] 2.75 9.91 1.1E-04] -7.16 6.80 4.5E-38) -8.76 6.83 9.8E-67|
PDIG_52590 Hypothetical protein 2.64 5.72 9.9E-07 2.08 5.28 2.1E-04 1.00 4.31 1.3E-01 -2.15 3.06 9.4E-05
PDIG_59420 Conidiation-specific protein (Con-10), putative |~ -4.23 5.72 6.2E-15| -4.46 573 1.3E-12| -2.06 580 5.6E-05 -2.42 5.77 4.8E-04
PDIG_65770 Hypothetical protein -3.62 4.04 24E-03] -6.22 3.95 1.2E-09] -1.92 411 9.2E-02| -1.82 4.15 1.3E-02
PDIG_68840 091 256 30601 080 252 206-01[ 0008 10.05 6.1E39[ 295 1.1 8.7E-09
PDIG_70130 Hypothetical protein 2.16 6.16 1.4E-02 3.84 7.67 3.6E-12 1.55 5.54 6.5E-03| -0.09 456 9.9E-01
PDIG_71910 Sodium/phosphate symporter, putative 2.63 3.44 2.8E-04] 1.51 2.58 1.1E-02 0.58 1.79 5.0E-01 0.24 1.64 6.9E-01
PDIG_76310 Hypothetical protein -3.49 550 1.1E-07) -4.52 545 55E-13] -1.07 5.78 1.7E-01 -1.20 5.76 2.1E-02
PDIG_81760 Hypothetical protein -0.01 1.35 1.0E+00 1.63 2.40 6.2E-03 8.70 8.86 2.5E-12 8.22 8.41 3.4E-48
PDIG_81770 Putative isoaspartyl peptidase/L-asparaginase| -1.33  -0.29 2.8E-01 047 0.48 6.6E-01 7.58 6.52 4.0E-10 6.92 5.90 6.4E-69
PDIG_81780 Hypothetical protein 0.88 411 4.3E-01 1.87 4.86 1.0E-03 4.90 7.40 6.6E-08 5.34 7.88 1.3E-19
PDIG_81790 Hypothetical protein 0.72 4.03 3.7E-01 1.95 4,94 1.2E-06 6.35 8.84 4.0E-13 6.32 8.85 3.8E-42
PDIG_89380 Hypothetical protein -6.39 1049 2.5E-05| -326 10.63 3.1E-02| -0.17 11.23 9.7E-01 0.00 11.34 1.0E+00,
PDIG_90910 Hypothetical protein -2.34 -046 6.0E-02] -095 -0.11 4.0E-01 7.39 6.38 9.5E-07 4.77 3.85 4.4E-17
PDIG_90930 Hypothetical protein -1.07  -0.83 6.8E-01 0.03  -0.39 1.0E+00 8.10 6.33 5.3E-08 5.31 3.61 3.4E-21

Hay dos grupos de genes DEG que destacan porque incluyen genes que son
continuos en el genoma y co-expresan en los distintos tratamientos segun su patron de
expresion y el valor de cambio con respecto de la condicién control (log2FC) (Tabla 6). El
grupo de genes o cluster 1 esta formado por PDIG_14830, PDIG_14840, PDIG_14850.
Como se puede observar en los valores de log2FC, en los tratamientos 05 y 06 los tres
genes estan altamente inducidos sobreexpresandose con respecto a la condiciéon control
(tratamiento 01) entre mas de cuatro a seis veces. En cambio, en los tratamientos 08 y 11
el patron cambia permaneciendo inducido el gen PDIG_14830 y siendo altamente
reprimidos PDIG_ 14840 y PDIG_14850. Alcanzando unos niveles de represién que
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superan en doce veces a la condicion control (PDIG_14840), e incluso en dieciséis veces
(PDIG_14850) en el tratamiento 11 (Fig. 9A). Destaca otro grupo de DEGs por su elevada
sobreexpresion en tres de los cuatro tratamientos estudiados y su cercania en el genoma.
Este grupo o cluster 2 esta formado por PDIG_81760, PDIG_81770, PDIG_81780,
PDIG_81790. En los tratamientos 08 y 11, los genes tienden a aumentar significativamente
su expresion hasta llegar a superar entre ocho a dieciséis veces la expresién de la
condicion control (Fig 9B). Estos patrones de expresion son visibles cuando se representan
las lecturas de cada réplica sobre el genoma de referencia. El visualizador IGV permite
observar como los genes con mas lecturas forman un pico en la regidon gendémica sobre la
que mapean, como se puede observar al realizar el analisis con los clusters de genes
comentados anteriormente (Fig 10A y 10B).
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Figura 9. Graficas de expresion diferencial de genes agrupados en los clusters seleccionados. La
expresion diferencial de los genes (log2FC) se obtuvo por DESeq2
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Figura 10. Visualizacion con IGV 2.4 de las lecturas que mapean sobre el genoma de referencia en
cada tratamiento. A partir de los ficheros del mapeo de los transcritos (BAM; Binarily compressed sequence
Aligment/Map), genoma de referencia (FASTA) y ficheros de anotacion (GTF: Gene Transfer Format), se
puede observar la expresion en los diferentes tratamientos de los genes de cada cluster en escala logaritmica;
log3600 para el primer cluster (A) y log1700 para el segundo cluster (B).

5. DISCUSION

Las proteinas AFP tienen un gran interés biotecnoldgico en el ambito de desarrollo
de nuevos compuestos antifungicos, tanto para ser utilizadas por si mismas como porque
la caracterizacion de su mecanismo de accién podria identificar nuevas dianas celulares
para el desarrollo de antifungicos. Por ello, el modo de accion de las proteinas AFPs y las
funciones bioldgicas que tienen para el hongo productor estan siendo objeto de estudio
actualmente. Aunque se ha avanzado en la identificacion de nuevas AFPs en distintos
hongos, sus efectos en hongos sensibles y sus mecanismos de accion todavia no se
conocen lo suficiente ya que los estudios son escasos y restringidos a unas pocas AFPs
(Meyer & Jung, 2018). Estos estudios apuntan a que algunas de estas proteinas estan
involucradas en la autofagia, movilizacion de nutrientes y una respuesta temprana a la falta
de los mismos (Paege et al., 2016), mientras que otras podrian afectar al desarrollo del
hongo durante la diferenciacion asexual o conidiacion (Hegedus et al., 2011).

Los analisis transcriptémicos basados en la secuenciacion masiva de RNA generan
datos a gran escala con una alta reproducibilidad, lo que permite estudiar el dinamismo del
transcriptoma. Esta metodologia tiene una cobertura del genoma mayor que otras
anteriores como la secuenciacién por Sanger o métodos basados en microarrays,
mejorando la cuantificacion de los genes que se expresan de forma diferencial y otras
aplicaciones como la identificaciéon de procesamiento alternativo o de nuevos transcritos.
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Se ha seleccionado esta aproximacion transcriptomica para este estudio, cuyo objetivo es
determinar el modo de accion de la proteina antifUngica AfpB sobre los hongos
filamentosos, asi como la funcion biolégica para el organismo productor.

Un primer resultado sorprendente de nuestro estudio fue que en las condiciones de
cultivo necesarias para obtener cantidad suficiente de biomasa (cultivo en matraz y
agitacion), la proteina AfpB fue mucho mas activa (64 veces) que lo que se habia descrito
(cultivo estatico en placas de microtitulo), determinandose un MIC de 0,0625 pg/mL
(aproximadamente 10 nM) frente a los 4 pg/mL conocidos anteriormente. En el futuro se
intentara estudiar las causas de este comportamiento. En cualquier caso, esto hace que
los resultados y conclusiones extraidos de nuestro estudio no sean necesariamente
extrapolables a todas las condiciones de cultivo, y por ello deberan ser confirmados en
todas ellas.

A partir del analisis transcriptomico se han obtenido un elevado niumero de DEGs que
se asocian a la presencia de AfpB, cuyo numero varia entre tratamientos, predominando
los genes reprimidos. Son las condiciones de cultivo con presencia constante de AfpB
(tratamiento 11 y 08) las que presentan un mayor numero de DEGs en comparacion con
los tratamientos a tiempos cortos (tratamiento 05 y 06). Ademas, el analisis de PCA, mapa
de calor y diagrama de Venn (Fig. 5 y Fig. 6) nos indican que se agrupan por un lado los
tratamientos a tiempos cortos 05 y 06, y por otro lado los tratamientos a tiempos largos 08
y 11. Esto indica que el efecto de tratamientos cortos es cuantitativamente menor (como
era de esperar) y que el crecimiento continuo en presencia de proteina (tratamiento 11) se
asemeja al efecto observado en la cepa sobreproductora de proteina.

Como siguiente paso del analisis de los DEGs, llevamos a cabo el enriquecimiento
funcional. Pero nuestros resultados no eran informativos, ya que las bases de datos eran
pobres en cuanto a la anotacién funcional con un 45.5% y 37.5% de genes sin anotar en el
caso de JGI y UniProt respectivamente. Por lo tanto, se mejoroé la anotacion funcional hasta
obtener un 87,7% de los genes anotados (12,2% sin anotar), y aumentando también el
porcentaje de genes con las tres categorias GO (Fig. 8). Con ello se ha conseguido el
enriquecimiento funcional de los DEGs en cada tratamiento, predominando en los genes
reprimidos funciones relacionadas con el transporte de glucosa y el metabolismo primario
(piruvato, nucleétidos o acidos dicarboxilicos). Esto podria asociarse a que la AfpB limita
la toma de nutrientes y el metabolismo celular, afectando negativamente al crecimiento del
hongo, aunque deberemos determinar si esto es una causa o una consecuencia del efecto
nocivo de la proteina.

La Tabla 6 es una seleccion arbitraria de los DEG con mayor induccién o represion,
y con muy alta significacion estadistica, en cada uno de los tratamientos. Este listado es
en cualquier caso, un buen ejemplo de la alta potencialidad de los resultados obtenidos en
este estudio. Un 50% (20 de 40) de los DEGs enumerados en la Tabla 6 tienen funcion
desconocida, entre ellos y de forma muy especial PDIG_81760 (ver mas abajo). También
destacan proteinas relacionadas con la conidiogénesis (PDIG_59420) y que aparecen
reprimidas, indicando que la proteina afecta a este proceso esencial del hongo. Otros
genes relacionados con conidiogénesis también se han identificado como reprimidos en
nuestro estudio, aunque con menor cambio de expresion (datos no mostrados). Esto es
interesante porque el mutante nulo paf de P. chrysogenum tiene afectada la esporulacién
y por ello se indico que las proteinas AFP pueden estar relacionadas con la conidiogénesis
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(Hegedus et al., 2011). Sin embargo, el mutante nulo afpB de P. digitatum esporula con
normalidad y su niumero de conidios no difiere de la cepa parental, por tanto se descartd
una implicacion de AfpB en la conidiogénesis (Garrigues et al., 2016). Los resultados de
nuestro estudio abren de nuevo esta cuestion, indicando que AfpB si puede de alguna
forma estar relacionada con la conidiogénesis, aunque su mutante no esté afectado. Esta
por comprobar hasta qué punto el efecto que observamos es primario y directamente
relacionado con la funcién de la proteina 0 mas bien secundario y motivado por su efecto
deletéreo sobre el hongo.

Las proteinas AFP se ha descrito que interaccionan primero con la pared celular del
hongo al que inhiben y luego se internalizan al interior de la célula (Meyer & Jung, 2018).
Nuestros datos indican que la AfpB afecta a la sintesis de la pared celular, reprimiendo
genes relacionados con la sintesis de glucanos (PDIG_37510). Como componente de
pared celular y primera barrera de defensa, su represion hace mas susceptible al hongo
frente a la proteina. El mecanismo de accién de AfpB podria estar relacionado con la
inhibicion de la sintesis de glucanos, que formando parte de la pared son una diana comun
para antifungicos y otras proteinas, como la AFP de A. giganteus cuyo modo de accién es
la inhibicién de la quitina, componente importante de la pared celular de hongos. Otros
genes destacados son los que codifican proteinas transportadoras de membrana de la
familia MFS (Major Facilitator Superfamily), que aparecen en nuestro estudio con distintos
patrones de expresion estando dos de ellos entre los que mas cambian su expresion (Tabla
6). EI MFS transportador de péptidos (PDIG_49600) podria estar implicado en la
internalizacion de AfpB.

Son relevantes los genes PDIG_14840 y PDIG_14850 que forman parte de la ruta
biosintética de la acetoina (Fig. 11), aunque se desconoce la funciéon del gen contiguo
PDIG_14830. A tiempos de exposicién cortos de AfpB (tratamientos 05 y 06), los genes se
encuentran sobreexpresados, pero este patron cambia, y se reprimen en la cepa PDSG420
(tratamiento 08) y también cuando la exposicion a AfpB se extiende a tiempos largos
(tratamiento 11). Una posible explicacion a estos patrones de expresion podria ser que la
proteina AfpB, como proteina producida por hongos, induce la sobreexpresién de esta ruta
por causas que nuestro estudio no aclara. Bacterias del género Bacillus son capaces de
producir compuestos antifungicos, y en concreto los compuestos volatiles (VOCs) han sido
objeto de estudio como potenciales moléculas antifungicas (Leyva Salas et al., 2017) e
incluso como posible herramienta de biocontrol de enfermedades fungicas postcosecha.
La acetoina es uno de estos compuestos volatiles que presentan esta actividad. Se ha
observado frente al patégeno postcosecha de la cereza (Gotor-Vila et al., 2017), y aunque
en otros estudios la actividad antifungica se ha relacionado con lipopéptidos, la acetoina
también es el principal VOC sintetizado por este tipo de bacterias que inhiben el crecimiento
del hongo (Lim et al., 2017). Ademas el efecto de la acetoina ya se ha descrito en los
hongos patdgenos de frutos citricos del género Penicillium incluido P. digitatum (Arrebola
et al., 2010). Su actividad antifingica podria explicar el cambio de patron de expresién que
se observa a tiempos largos de exposicién a AfpB. Su acumulacion durante tiempos mas
cortos de exposicion, afectan al crecimiento del propio hongo que responde reprimiendo
los genes de sintesis del compuesto volatil. Por ello, como siguiente paso para el estudio
del efecto de la acetoina en el crecimiento del hongo, proponemos la eliminacion del gen
PDIG_14850 que codifica para la ultima enzima de la ruta biosintética de compuesto.
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Figura 11. Ruta de biosintesis de acetoina.

El gen PDIG_81760 es un gen que nos ha llamado la atencion por varios motivos, es
el gen mas sobreexpresado de todo el genoma en los tratamientos 08 y 11. La funcion de
la proteina PDIG_81760 es desconocida. Cuando se visualizd la expresion de los genes
del segundo cluster en los diferentes tratamientos (Fig. 10B), resulté muy llamativa la
concentracion de variabilidad nucleotidica en el RNA-seq del gen PDIG_81760.
Centrandonos mas en esta region, se observaron hasta siete puntos variables en las
lecturas correspondientes a la induccién de expresion en los tratamientos (ejemplificado
con flechas azules y rojas en el RNA-seq del tratamiento 11A, Fig. 12). La presencia de
esta variabilidad nos hizo plantearnos que era posible que el gen se encuentre duplicado
en el genoma, no detectandose correctamente como copias de un mismo gen cuando se
llevé a cabo el ensamblado inicial (Marcet-Houben et al., 2012). Si hubiera un error de
ensamblado en esta region, se observaria un aumento de cobertura en el ensamblado
inicial del genoma, debido a que se habrian mapeado dos o tres genes en la misma region.
Para corroborarlo hemos visualizado el ensamblado del genoma en la region
correspondiente a PDIG_81760 (Fig. 12). Sorprendentemente se observd que existia un
aumento de cobertura llamativo con respecto al resto del genoma, que permanece con una
cobertura homogénea. Las proporciones de las variantes nucleotidicas (1:2) podrian
apoyar la hipétesis de una doble duplicacién que daria lugar a tres copias en el genoma,
donde dos copias presentarian la variante mayoritaria y la otra copia la variante minoritaria.
La presencia de tres copias en el genoma del gen PDIG_81760 podria contribuir a su
elevada expresion, ya que cada copia individualmente estaria contribuyendo con efecto
aditivo a la expresion final del gen que ha sido detectada. Ademas, en el ensamblado del
genoma habia menor variabilidad nucleotidica (solo cuatro residuos, flechas azules en Fig.
12) que la observada en el transcriptoma (siete residuos). Esta variabilidad no se puede
explicar por duplicacion, debido a que no se encuentra en el ensamblado del genoma, y si
podria ser debida a un fendmeno de editado de RNA descrito en eucariotas superiores y
también en hongos (Eisenberg & Levanon, 2018). Evaluando el efecto de los cambios
nucleotidicos a nivel aminoacidico, solo uno de ellos da lugar a un cambio no sinénimo
(fecha azul rellena, Fig. 12) de valina a isoleucina, por lo que desconocemos el motivo por
el cual ocurre este posible editado en el resto de puntos variables. Tanto la hipotesis de la
duplicaciéon como la del editado de RNA son posibles y no excluyentes.
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Figura 12. Gen PDIG_81760 en el visualizador IGV. Se encuentra representado el ensamblado del
genoma frente al transcriptoma obtenido del tratamiento 11A. Las rayas verticales son los nucleétidos del
gen, y los coloreados representan un cambio con respecto a la referencia. También se encuentran las tres
pautas de lectura que dan lugar a la secuencia aminoacidica, donde la segunda es la que da ligar a la
proteina codificada por el gen (en verde el coddn de inicio y en rojo el codén de stop).

Hay otro aspecto extraordinariamente llamativo en PDIG _81760. La proteina
codificada por el gen PDIG_81760 presenta un péptido sefal para su secrecion, es de
pequefo tamafo (91 aminoacidos) y anidnica, con un alto contenido en cisteinas.
Observando la secuencia aminoacidica (Fig. 13), destacan repeticiones en tandem que
conforman la proteina y destaca la presencia del motivo-y en cada una de estas
repeticiones de secuencia. Ademas, proteinas homoélogas a la codificada por el gen
PDIG_81760, se encuentran presentes en los genomas de hongos del género Penicillium
en los cuales se mantienen todas las caracteristicas nombradas anteriormente y se
desconoce su funcion.
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Figura 13. Secuencia aminoacidica de la proteina codificada por PDIGG_81760. En verde se destaca
el péptido de secreciéon. Encuadrado en rojo se encuentra el motivo gamma en las repeticiones en tandem
que conforman la proteina.

Debido a que este gen se sobreexpresa a tiempos largos en presencia de AfpB y
debido a las propiedades de la proteina codificada (pequefia proteina secretada y
anionica), planteamos la hipotesis de que se trata de una posible proteina de inmunidad
que se secretaria para contrarrestar el efecto de la AfpB. Es posible que el hongo, ya que
es sensible a la propia proteina antifungica que produce, tenga un sistema para poder
sobrevivir en presencia de la misma. Como primeros pasos para abordar el estudio del
posible ‘antidoto’ frente a AfpB, se plantea la eliminacion del gen que codifica para la
proteina. Sin embargo, hay que tener en cuenta que si el gen se encuentra duplicado podria
no observarse el efecto tras su eliminacion.
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6. CONCLUSIONES

1.

Cuando se realizan los ensayos de crecimiento en matraz y agitacién, la proteina
antifungica AfpB es mucho mas activa frente a P. digitatum que lo que se habia
descrito, llegando hasta un MIC de 10 nM, 64 veces inferior al observado en placas
de microtitulo.

A través del RNA-seq se ha observado un gran efecto de AfpB en el transcriptoma
de P. digitatum, obteniéndose desde 542 hasta 4.143 genes expresados
diferencialmente del total de 9135, dependiendo del tratamiento.

El efecto inhibitorio sobre el crecimiento y el numero de genes expresados
diferencialmente es mas elevado en el hongo crecido continuamente en presencia
de AfpB o en la cepa sobreproductora de AfpB, en comparacién con los tratamientos
puntuales.

Se ha mejorado la anotacién funcional del genoma de P. digitatum CECT 20796
respecto a la disponible en las bases de datos publicas como JGI y Uniprot,
pasando de un 54,5% o0 62,4% respectivamente a un 87,7% de genes con anotacion
GO, y aumentando el numero y profundidad de términos GO.

El efecto mayoritario de AfpB sobre el transcriptoma de P. digitatum es la represién
génica, sobre todo de genes relacionados con el transporte de azucares y el
metabolismo primario, evidenciando el efecto negativo sobre el crecimiento del
hongo.

Se han identificado una serie de genes que podrian estar mas especificamente
relacionados con el modo de accion y el efecto de la proteina AfpB sobre P.
digitatum. Como ejemplo, los genes PDIG_14840 y PDIG_14850 que codifican los
ultimos pasos en la biosintesis de acetoina; o PDIG_81760 que codifica una
pequeia proteina secretable, anidnica y rica en cisteinas, que podria antagonizar
la accién de las AFPs catidnicas
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