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INTRODUCCION OBJETIVOS

. Los patdogenos fungicos representan un importante riesgo para la salud, la produccion vegetal y - Caracterizacion estructural de la proteina PeAfpB de Penicillium
seguridad alimentaria. expansum.

 Disefno racional de variantes de secuencia de PeAfpB.

* Produccion biotecnoldgica de las variantes mediante el sistema
~ungalBraid.

« Estudio de la actividad antifungica in vitro de las variantes
producidas.

D

. Las AFPs son pequenas proteinas cationicas y ricas en cisteinas, producidas y secretadas por hongos
filamentosos.

. Penicillium expansum codifica 3 AFPs (PeAfpA, PeAfpB y PeAfpC) pertenecientes a clases filogenéticas A,
By C, respectivamente?.

. PeAfpA es la proteina mas activa, PeAfpB presenta una actividad moderada y PeAfpC es la menos activa.
. El sistema de ensamblaje modular FungalBraid? facilita la transformacion genética de hongos.
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Figura 1. Esquema representativo del flujo de trabajo realizado desde la resolucion de la estructura de PeAfpB hasta la produccion biotecnoldgica de las nuevas variantes.

1. Estructura de PeAfpB y diseno racional de variantes de secuencia 2. Transformacion genética y produccion heterologa -
Q.
Se ha resuelto la estructura 3D de PeAfpB mediante cristalografia de rayos X. La A - B =g g o= o E
secuencia aminoacidica de PeAfpB se ha comparado con la de PAFB de Penicillium Vi =
chrysogenum, AfpB de Penicillium digitatum y PeAfpA de Penicillium expansum. — 50 .
En base a la estructura obtenida y a la homologia de secuencia entre estas AFPs se v zz :’
han disefado 5 variantes de secuencia de PeAfpB. -
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Figura 3. (A) Casetes de expresion para transformar geneticamente P. chrysogenum y producir de manera heterologa
las variantes. Las flechas representan los primers para la seleccion de transformantes. Los colores indican que para cada
variante se ha utilizado un primer interno especifico. (B) SDS-PAGE con las variantes purificadas y la PeAfpB nativa.
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Figura 2. (A) Estructura 3D de PeAfpB. Las laminas B se representan en color azul y los loops

(1, 2, 3y 4) en verde, rosa, naranja y amarillo, respectivamente. (B) Secuencia aminoacidica de oo e : srenpa LA cCONCENtracion de inoculo
S , O . ) —F , | . . - 4
PeAfpB en la que se indica qué aminoacidos corresponden a cada motivo estructural. o1 . 10 100 01 . 10 100 inicial ~ fue  de  2,5x10
Concentracion de proteina (ug/mlL) Concentracién de proteina (pg/mL) conidios/mL.

CONCLUSIONES

» Se haresuelto la estructura tridimensional de la proteina antifungica PeAfpB y se han disenado 5 nuevas variantes de secuencia.
 Las variantes se han producido biotecnoldogicamente mediante el sistema FungalBraid y se ha usado Penicillium chrysogenum como biofactoria.

* Frente a hongos filamentosos, las variantes V1 y V2 destacan por ser notablemente mas activas que la PeAfpB nativa, mientras que las
modificaciones introducidas en la variante V3 provocan la pérdida parcial o total de su actividad. Las variantes no presentan actividad
antifungica frente a levadura.
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