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Resumen

Para protegerse del ataque por patégenos, las plantas producen una serie
de de péptidos de defensa del huésped o péptidos antimicrobianos
(AMPs) catidnicos, los cuales incluyen a las defensinas. Estos péptidos
bésicos anfipaticos ricos en cisteina poseen una longitud de 45 a 54
aminoacidos y comparten una homologia estructural con las defensinas
de insectos, moluscos y mamiferos. La actividad de un AMP esta
especificamente relacionada con sus propiedades fisicoquimicas, las
cuales estan dadas por la composicién de aminoacidos de la cadena
peptidica y su distribucién. La unién del AMP a la superficie de una célula
microbiana conduce a alteraciones celulares mediante diversos
mecanismos como: interaccidon con las membranas celulares produciendo
un cambio en sus propiedades, formando poros y/o conduciendo a su
despolarizacién, impidiendo la biosintesis de biomoléculas extra o
intracelulares, desregulando el flujo de iones en las células y produciendo
especies reactivas de oxigeno (ROS) e inhibiendo la sintesis de ATP.

Se abordara el estudio de defensinas de Silybum marianum, un cardo de
la familia Asteraceae, con actividad antifingica contra Fusarium
graminearum. Los objetivos son: disefiar péptidos derivados de las
secuencias de las defensinas de S. marianum y obtener mutantes en sitios
especificos (relacionados a los de mayor actividad antiftingica); expresar
las proteinas en un sistema procariético, purificarlas y caracterizarlas; y

por ultimo estudiar el mecanismo de accién tanto de los péptidos como
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de las defensinas. Estas moléculas pueden resultar atractivas para su
potencial aplicacién agronémica, haciendo foco en el disefio racional de
potenciales biofungicidas.

La metodologia de trabajo es sintetizar péptidos quimicamente a través
de una estrategia de fase s6lida FMOC y luego seran purificados por HPLC
de fase reversa. Los pesos moleculares se confirmaran mediante ESI-MS.
Para clonar las defensinas se utilizaran el plasmido pET302Nt/His y la
cepa TOP10 de E. Coli, y se expresara en la cepa Arctic express, ya que
coexpresa unas chaperoninas a bajas temperaturas que favorecen el
refolding y protegen de hidrolisis. Se purificaran mediante cromatografia
de afinidad a Ni+2. Se realizaran ensayos in vitro de inhibicién de
crecimiento de conidios de F. graminearum y de tiempo de muerte. Se
evaluara la produccién de ROS como respuesta celular de estrés oxidativo
al péptido o proteina y se evaluard la viabilidad celular a través de la
exclusion de la sonda ioduro de propidio.

Finalmente, mediante el empleo de sistemas modelo de membranas se
estudiard la interacciéon de las defensinas y péptidos sintéticos con
monocapas y bicapas lipidicas de distinta composicién. Utilizando
dicroismo circular (da informacién de la estructura secundaria del
péptido en solucién/unido a la monocapa), microscopia (confocal, SEM,
TEM y AFM) y ensayos con liposomas se estudiara el mecanismo de

accioén y se interpretaran las relaciones estructura-funcién.
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