Estudio de péptidos derivados de motivos estructurales de la
defensina DefSm2-D de flores de Silybum marianum con accion
sobre Fusarium gramnearum: permeabllizacion de la membrana
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INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

Introduccion

—)

Las defensinas vegetales son pequenas proteinas catidnicas ricas en cisteina que se expresan de forma ubicua en el reino vegetal y se encuentran involucradas en la
defensa inmune innata. Si bien presentan una gran variabilidad a nivel de secuencia, comparten una estructura a/f comun, estabilizada por al menos tres puentes
disulfuro (CSa/B). Se han identificado dos regiones muy conservadas entre las defensinas vegetales las cuales son importantes en relacion con la actividad que exhiben:
el y-core (GXCX, 4C) ubicado en la region C-terminal y el a-core (GXCX, C) localizado en la region N-terminal. En este trabajo se disenaron péptidos antifungicos
putativos a partir de la secuencia de una defensina de flores de Silybum marianum llamada DefSm2-D y se evalud su actividad frente al hongo fitopatégeno Fusarium

graminearum.
Materiales & Métodos

1. Alineamiento con
defensinas relacionadas

2. Base de datos
C-PAmP

3.Sintesis quimica
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Alineamiento multiple entre las secuencias aminoacidicas de
DefSm1D, DefSm2D, AhRAMP1 (Q7M1F3.1), DmAMP1 (POC8Y4.1) y
Art v 1 (Q84ZX5.1). Las secuencias se alinearon empleando ClustalW. Se

muestran cuatro niveles de conservacion de residuos: 100%

de

conservacion con fondo negro; 80% con fodo gris y letra blanca; 60% con
fondo gris y letra negra; menos del 60% con letra negra y fondo blanco.

Péptido Nombre

KLCEKPSKTWFGNCGNPRHCG SmAP_, .

WFGNCGNPRHCG SmAP_. .
WEGAVHGACHVRNGKHMC SmAP ,, ,,
GAVHGAC SmAP ,, .,

Azul: residuos positivos
Rojo: residuos negativos
Verde: residuos hidrofébicos sin carga
Negro: otros residuos

CTAB

Campo claro

Permeabilizacion de la membrana de conidios de Fusarium graminearum por la exposicion
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Esquema de sintesis en fase solida.
1: acople primer residuo 2: desproteccion

3: acople de los siguientes residuos (ciclo iterativo)

4: clivaje y desproteccion cadenas laterales

| | : % —
Defsm2-D KLCEKPSKTWFGNCGNPRHCGDQCKSWEGAVHGACHVRNGKHMCFCYFNCPQAE

—.E» al b B2 E
SmAP.,-21 KLCEKPSKTWEGNCGNPRHCG
SmAPq10-21 WEFGNCGNPRHCG
SMAPy27-44 WEGAVHGACHVRNGKHMC
SmAPy29_34 GAVHGAC

SMAP SMAP 10-51 SMAP 7 4, SMAP 5534

Secuencia y localizacion de los péptidos disenados en las secuencia
y la estructura tridimensional de DefSm2-D. Se muestra también un
esquema con la estructura secundaria de DefSm2-D. El a-core se
encuentra subrayado con linea continua y el y-core subrayado con
linea punteada. La localizacion de los péptidos disenados se muestra en
color rosa en la estructura tridimensional de DefSm2-D.

4. Ensayos de actividad
antifungica

1. Ensayo de actividad en
microplaca (DO 595 nm)

2. Evaluacion de la integridad
de la mebrana de
macroconidios usando
loduro de propidio (PI) \

3, Evaluacion del efecto de los '
péptidos sintetizados sobre
la ultraestructura celular de ' Ja
conidios a través de §
Microscopia Electronica de E
Transmision (TEM)

Fusarium graminearum
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Curvas de crecimiento de Fusarium greaminearum en %2 PDB en presencia
de agua (control de crecimiento-CC) o los peptidos sintetizados en
distintas concentraciones.
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Porcentaje de crecimiento de F. graminearum en presencia de distintas

concentraciones de los peptidos. El porcentaje (%) de crecimiento se
expresa en relacion al control de crecimiento.
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durante 1 h a los péptidos y CTAB (cetrimide)-control positivo; en comparacion con agua-control

negativo.

Microscopia Electronica de
Transmision de los
macroconidios de Fusarium
graminearum en presencia
de los peéeptidos mas
activos. Se realizd una
incubacion de 1 h con agua
(control negativo) o los
peptidos.

Conclusiones

v Se disenaron y sintetizaron cuatro péptidos potencialmente antifungicos empleando como plantilla la secuencia de |la defensina DefSm2-D de Silybum marianum.
v’ Tres de esos peptidos, llamados SmAP ; 5, SMAP ;55 Y SMAP ,, 4, resultaron ser activos contra el hongo fitopatégeno Fusarium graminearum a las concentraciones

de 32, 70 y 20 uM, respectivamente. SmAP . ,, presento actividad fungicida (<30 minutos de exposicion) y SmAP, ,, redujo el crecimiento en un 99,7%.
v' Los tres péptidos activos tienen la capacidad de permeabilizar la membrana de los conidios de £ graminearum, los dos derivados de la region a-core produjeron la

agregacion de los conidios en clusters.
v Las imagenes de TEM de secciones transversales y longitudinales de los conidios tratados con los péptidos SmAP, »; ,, y SMAP_, ,; no mostraron alteraciones en el
interior celular en el tiempo ensayado. El péptido SmAP_, .4, sin embargo, produjo un efecto diferencial sobre la morfologia de la pared celular.
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