B

UNIVERSIDAD
NACIONAL
DE LA PLATA

INVESTIGACION JOVEN

- Revista Electronica
¢ UNIVERSIDAD
& oc 1a

SECRETARIA DE

Investigacién Joven Vol 7 (2) (2020)
ResUmenes — Ebec UNLP 2020

CIENCIA Y TECNICA | 83

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS

DEFENSINAS DE FLORES DE CARDOS CON POTENCIAL APLICACION BIOTECNOLOGICA

Fernandez, Agustina
Vairo Cavalli,Sandra (Dir.); Bakés, Laura (Codir.)
Centro de Investigacion de Proteinas Vegetales (CIProVe). Facultad de Ciencias Exactas, UNLP.

fernandez.agustina@biol.unlp.edu.ar

PALABRAS CLAVE: Silybum marianum, Defensinas De Flores, Péptidos Antifingicos, Fusarium graminearum.

DEFENSINS FROM THISTLE FLOWERS WITH POTENTIAL BIOTECHNOLOGICAL APPLICATION

KEYWORDS: Silybum marianum, Flower Defensins, Antifungal Peptides, Fusarium graminearum.

Resumen grafico

Defensinas de flores de cardo con potencial aplicacion biotecnoldgica
y-core
L GXCX;.4C
\ —
o~-core A B hairpin
GXCX,_sC :

Folding
CSop

) ;i Andlisis bioinformatico y caracterizacion estructural de las defensinas
Silybum marianum

Disefio racional y sintesis quimica de péptidos
derivados de las regiones a- y y-core

VEEREEEE Y
1. Adicion del primer b :

T |
aminoécido protegido W'
en DIC

1. Sintesis quimica

Resina y 2. Purificacién y caracterizacion
—_—ps
r-spic L)

ESI-MS

Grupo Fmoc ‘

(protector)
Frnecnr- 0}2\0 b
"o

3. Acoplamientos 2. Remocion
sucesivos Fmoc

— — — —

4. Clivaje y
desproteccion
cadenas laterales

BN

Dicroismo circular \_Q;?'

N

Encuentro de Becaries UNLP 2020 — La Plata, 12 de noviembre 2020

Actividad de los péptidos frente al fitopatogeno

Fusarium graminearum
oy e
Triticum aestivum SH\::\ +
Péptidos
ea) A\ ('(‘\/
k 4 R {\ i/

Macroconidios
F. graminearum

Ensayo de inhibicion
en microplaca

Crecimiento en placa

"TEM conidios

+ péptido

| B

Campo claro Fluorescencia

193


mailto:fernandez.agustina@biol.unlp.edu.ar

=
SECRETARIA DE ,“'pfsi' UNIVERSIDAD
CIENCIA Y TECNICA NACIONAL
DE LA PLATA

Investigacién Joven Vol 7 (2) (2020)
2 Resumenes — Ebec UNLP 2020

/INVESTIEAEI[I'N JOVEN

y Revista Electronica
[/ UNIVERSIDAD

A NACIONAL
&8 o L

=7 ISSN: 2314-3991

Resumen

Frente al ataque de un patégeno, las plantas pueden producir una gran
diversidad de factores de defensa tales como metabolitos secundarios y
una amplia gama de proteinas y péptidos antimicrobianos (AMPs), entre
los que se encuentran las defensinas. Estas son pequefias proteinas
catidnicas ricas en cisteina cuya principal actividad reportada es la
antifingica, pero se han descripto también muchas otras acciones para
estas proteinas. En vista su alto grado de conservacién estructural, las
diferencias en las especificidades y las multiples actividades de estas
proteinas pueden ser atribuidas a la variacion en la secuencia
aminoacidica y a la distribucién de cargas de los loops expuestos al
solvente que modulan su funcién biolégica. En estos loops se localizan
dos motivos importantes su actividad, el g-core, un motivo de relevancia
para los AMPs en general, y el a-core que no ha sido estudiado en
profundidad. Mi plan de tesis esta orientado hacia la obtencién y el
estudio de nuevas proteinas de defensa de una especie vegetal silvestre
de la flora argentina, que puedan resultar moléculas atractivas para su
potencial aplicacién agronémica o médica. Las especies silvestres
constituyen una valiosa fuente de AMPs por su notable adaptacién al
medio ambiente, lo que resulta en una mayor resistencia a enfermedades
en comparacidn con los cultivos agricolas. En el transcurso de mi tesis, a
partir de ARNm de flores de Silybum marianum se clonaron dos

defensinas (DefSm1-D y DefSm2-D), se realizéd el andlisis de las
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secuencias, la prediccién de la estructura terciaria a través del modelado
molecular por homologia y su analisis funcional. Con el fin de profundizar
el conocimiento de las relaciones estructura-funcién e identificar
regiones relacionadas con la actividad antifingica, a partir del estudio
estructural de las defensinas se realizd el disefio racional péptidos
derivados de las regiones a- y g-core. Se realizé la sintesis quimica de
péptidos en fase sélida utilizando la estrategia Fmoc y se purificaron y
analizaron por HPLC-RP, ESI-MS y CD. Se evalué y caracterizé la accion de
los péptidos sobre dos hongos fitopatdgenos del género Fusarium. Los
péptidos derivados de DefSm2-D resultaron ser activos en
concentraciones micromolares frente a F. graminearum, un fitopatégeno
que afecta al cultivo de trigo produciendo no sélo mermas significativas
en el rendimiento sino también micotoxinas que permanecen en los
granos. Se evalud el tiempo necesario para que los péptidos mas activos
produzcan muerte celular; la capacidad permeabilizadora de membrana
por microscopia de fluorescencia, y el efecto sobre la ultraestructura por
TEM. Los péptidos derivados del a-core produjeron agregaciéon de los
conidios del hongo y un efecto diferencial sobre la morfologia de la pared
celular. Nuestra investigaciéon sugiere que las regiones a- y g-core
estarfan implicadas en la actividad antifungica de la defensina de origen

actuando mediante mecanismos diferenciales.
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