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RESUMEN

Los promotores del crecimiento vegetal esteroidales (SPGP, por sus siglas en inglés) han sido
continuamente estudiadosdebidoa su alta actividad en el aumento de biomasa y la resistencia
a diversos factores de estrés. En nuestras manos, una nueva familia de SPGP de compuestos
22-oxocolestanicos se destaca a un nivel comparativo con los brassinoesteroides (BSs). La
actividad potencial de los nuevos SPGP contra fitopatdgenos se estudié mediante
acoplamiento molecular in silico; estos ensayos se realizaron con enzimas relevantes de
fitopatogenos, como la Quitinasa B y la 1,3-B-Glucanasa. Se propusieron nueve inhibidores
de Quitinasa B y dos inhibidores de 1,3-B-Glucanasa. El estudio realizado analizo el nivel
interaccional y espacial, determinando la presencia de interacciones con aminoacidos clave
en los receptores en comparacion con los inhibidores de referencia. Ademas, también se
examinaron los efectores AVR4 y ECP6. No se encontrd ningun compuesto que bloquee
ECP®6, probablemente debido a la influencia de su entorno altamente hidrofilico. En el caso
de AVR4, dos SPGP mostraron una mejor puntuacion de acoplamiento (DS) que un
fragmento de quitina (ligando enddgeno); este hecho demuestra el potencial latente de los
derivados 22-oxocolestanicos contra fitopatdgenos, con una regulacion especifica mediante
la inhibicion de la proliferacion. Ademas, este SPGP no afectaa los hongos simbioticos que

son beneficiosos para el sistema natural de la planta.



INTRODUCCION

Los promotores de crecimiento vegetal son compuestos comunmente llamados
‘fitohormonas’, los cuales desempefian roles importantes como la regulacién de incremento
de biomasa, floracion, resistencia a condiciones de estrés, entre otros. Un grupo de gran
actividad como promotores de crecimiento vegetal son los brasinoesteroides; por ejemplo, la
brasinélida (1) ha demostrado poseer un enorme efecto promotor, mayor al de otros grupos
de fitohormonas. Esto ha despertado gran interés en la sintesis de diferentes sustancias
analogas a los brasinoesteroides; sin embargo, en la mayoria de los casos se reportan bajos
rendimientos (1-8). Compuestos de la novedosa familia de los derivados 22-oxocolestanicos
(SPGP1, SPGP3, SPGP5), se han posicionado como una alternativa como promotores de
crecimiento vegetal (SPGP) debido a que presentan una actividad equiparable e incluso
mayor que la de los brasinoesteroides; ademas de que pueden ser generados por medio de
reacciones con rendimientos mas altos. Algunos derivados 22-oxocolestanicos han sido
probados exitosamente en arroz, frijoles rojos y maiz (9-11). Aunque estos compuestos han
demostrado un efecto excepcional como promotores de crecimiento en analisis in vitro y de
invernadero, para estudios de campo y futuras aplicaciones es necesario predecir efectos
sinérgicos en fitopatdgenos beneficiosos/no beneficiosos y estudiar su efecto en el sistema

de defensa intrinseco de organismos modelo.

Los organismos vegetales han desarrollado numerosos mecanismos para reconocer
infecciones microbianas y responder eficazmente mediante la activacion de respuestas de
defensa (12). Por lo tanto, el conocimiento de la relacion entre las plantas y los patdgenos
infecciosos es crucial para su control (13). Se ha descubierto que la relacion que tiene lugar
entre plantas y patdgenos es llevada a cabo por medio de proteinas especiales las cuales tienen
en ambas células y en el fenotipo de los patégenos (14) (Tabla 1). Afortunadamente, todas
las células vegetales poseen un sofisticado sistema de vigilancia que puede registrar y
distinguir muchas sefiales de diferentes origenes, lo que ayuda a inducir una respuesta de

defensa mas eficiente y efectiva en el sitio de la infeccion (15).
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Figura 1. Derivados esteroidales que proporcionan efectos promotores de crecimiento vegetal.

Existe una clase especial de proteina de baja masa molecular, composicion quimica diversa
y diferente carcter hidrofilico que esta directamente relacionado con la actividad de los
hongos patogenos; estas son conocidas como proteinas relacionadas a patogenicidad (PR —
por las siglas en inglés correspondientes a Pathogenesis - Related), tales como quitinasas y
1,3-B-glucanasas (16). Otro tipo especial de proteinas que actuan como mecanismo de
defensase denominan efectores, talescomo AVR4y EPC6 (17). Cuando estas moléculas son
reconocidas por la planta ocurre una interaccion desfavorable entre la planta y los patogenos,
por lo tanto, la funcion de los efectores no se ha dilucidado por completo atn (18).

En el presente trabajo, 15 moléculas de derivados 22-oxocolestanicos identificadas como
promotores esteroidales de crecimiento vegetal (SPGP, por sus siglas en inglés) (9,10)
(Figura 2), fueron estudiadas in silico en su efecto sobre las dos enzimas principales en la
proliferacion de hongos fitopatdgenos de distintos géneros. Ademas, se estudié la influencia
sobre dos efectores de infeccion en sistemas vegetales (AVR4 y ECP6), para probar el

potencial de los SPGP frente a plagas fungicas.



Enzima/

Proteina

Tabla 1. proteinas asociadas con la proliferacién de hongos fitopatégenos

Funcién

Compuesto
de

referencia

Huésped

Hidrolizar la quitina polimérica
de estructurada por N-
acetilglucosamina. Juntoconla 1,
3 - S - glucanasas juegan Alternaria
N |nd|re.ctamerjt(_e un rol defensivo: N brassicicola
Quitinasa | los oligosacaridos de 1,3-B-/1,6- | Quitina (S) o (19-21)
glucano son destruidos en las Sclerotinia
B FOO (1) .
paredes celulares de los sclerotiorum
patdgenos. Se produce la Rhi i solani
inhibicion del crecimiento de los Izoctonia solani
hongos y se induce una amplia
gama de respuestas defensivas en
las plantas.
Fusarium
moniliforme
Para realizar su funcion F. verticillioides
protectora llevan a cabo una 1,3-B-/1,6- Aspergillus
L,3-p-| (22-25)
hidrdlisis del enlace 1,3-B-/1,6- | glucano (S) Flavus
glucanasa . . .
glucano presente en las paredes | Apegina (S) Alternaria solani
celulares de los patdgenos. Colletotrichum
fragariae
C. acutatum
Desempefiaun reconocimiento de
secuencias especificas. Codifica -
- - Quitina (L) : (18)
ECP6 tres dominios de lisina que Cladosporium fulvum
interrumpen la inmunidad
desencadenada por quitina.
Es una lectina de union a quitina
que protege la pared fangica de
AVRA las quitinasas de las plantas Quitina (L) | Cladosporium fulvum (26)
proveyendo un rol defensivo
durante la infeccion. Inhibe la
Cys- proteasa Rcr3 secretada por




plantas de tomate y se une a la
quitinasas a las paredes celulares

del hongo.




OBJETIVOS

Objetivo general
Analizar el potencial in silico de promotores de crecimiento vegetal esteroidales contra

proteinas asociadas al desarrollo de fitopatogenos.

Objetivos particulares
e Analizar energéticamente los derivados 22-oxocolestanos contra la Quitinasa B, 1, 3
- f—glucanasa, ECP6 y AVR4
e Analizar interaccionalmente los sitios de union de los derivados 22-oxocolestanos
contra la Quitinasa B, 1, 3 -  — glucanasa, ECP6 y AVR4
o Disefiar el efecto biolégico de los derivados 22-oxocolestanicos como antagonistas

del desarrollo de fitopatdgenos.



Metodologia

Preparacion de la proteina y el ligando.

Las estructuras de las enzimas usadas fueron obtenidas de la base dedatos Protein Data Bank
(PDB) con los codigos 7CB1 (quitinasa B), 3N9K (1,3-B-glucanasa), 6BNO (AVR4)y 4B8V
(ECP6) (27-30). Estas fueron procesadas con ayuda de la herramienta Protein Preparation
Assistant (31,32) usando el programa Schrodinger Suite. La integridad estructural de las
proteinas fue revisada y ajustada; las recurrencias faltantes y segmentos de tipo bucle cerca
del sitio activo fueron afadidos por Prime. Se afiadieron los &tomos de hidrogeno de cada
proteina para devolverlas a su estado inicial. La protonaciony los estados de tautomeria del
aspartato, acido glutamico, arginina, lisina e histidina fueron ajustados a un pH de 7.4. Las
moléculas de agua dentro de un radiode 5 A al sitio activo fueron removidas. La orientacion
de los puentes de hidrégeno fue ajustada alrededor del sitio activo usando PROPKA aun pH
de 7.4. Finalmente, el complejo ligando-proteina fue minimizado empleando el campo de

fuerza OPLS4 (33), con una convergencia para atomos pesados con una distancia media
cuadratica minima (RMSD, por sus siglas en inglés) de 0.3 A.

Los ligandos de referencia (sustratos, inhibidores, ligandos enddgenos) se obtuvieron a partir
de iméagenes cristalograficas. Los derivados 22-oxocolestanicos esteroidales fueron
disefiados de acuerdo con el programa 2D Sketcher del programa Master en Schrédinger
Suite y luego fueron convertidos a su isdmero conformacional en 3D mas estable. Para llevar
a cabo el docking molecular, se prepararon los ligandos usando la herramienta LigPrep (34)
también encontrada en Schrodinger Suite. Después de que las estructuras en 3D fueron
generadas, el método OPLS4 force field y las cargas de la proteina fueron preparados para
todos los estados de la misma. Todos los posibles centros de protonacion y estados de
ionizacion se calcularon para la estructura utilizando un ionizador a un valor de pH de 7,4.
Los estereoisomeros se conservaron de acuerdo con sus estructuras originales limitadas a 32
isomeros para cada ligando. Se designaron estados tautoméricos para cada grupo y se

seleccionaron los conférmeros con la mejor energia para cada ligando.

Protocolo de docking
El acoplamiento molecular entre sitios cataliticos y sustratos se realizé utilizando el médulo
Glide (35,36) del software Maestro en su version 12.2 y la Grid de receptores para cada



objetivo se prepard utilizando OPLS4. Cada red se construyd basandose en inhibidores o
ligandos de referencia co-cristalizados. Para la preparacion de las partes no polares de las
estructuras de los receptores se realizé el ajuste de los radios de van der Waals por un factor
de 0,8. Los atomos se consideraron como no polares Unicamente si se determinaba que su
carga atdmica parcial absoluta era <0,25. Respecto a la flexibilidad, se permitieron rotaciones
adicionales de ligando para los grupos hidroxilo en residuos de Ser, Thry Tyr, y el grupo tiol
en los residuos de Cys. Ademas, se mantuvo la posicion de union mas baja para cadaligando.
La combinacién de las puntuaciones de acoplamiento se obtuvo a través de tres modos de
deteccion virtual de alto rendimiento (HTVS), precision estandar (SP) y precision adicional
(XP). Antes de analizar las moléculas SPGP, se realiz6 el acoplamiento con moléculas de
referencia para cada una de las respectivas proteinas diana, esto con el objetivo de validar el
protocolo de acoplamiento. Se limit6 el error cuadratico medio (RMSE, por sus siglas en

inglés) a un punto de corte < 2,0 A en todas las proteinas en el proceso de validacion.
DISCUSION DE RESULTADOS

Los bioactivos tipo SPGP, SPGP 1 — 15 (compuestos 22 - oxocolestanicos) sintetizados a
través de una apertura de acetolisis del marco espirocetal delos esteroides espirostanicos han
sido reportados previamente por nuestro grupo de investigacion (9,11). Se realizaron varias
modificaciones en los anillos A, By Cy en carbono de la posicion 26 (Figura 2): en C-3 se
puede encontrar un grupo acetiloxi, o lo que es lo mismo, un grupo cetona a, f§ - insaturada.
En el anillo B, esta presente un doble enlace en C-5 o un grupo cetona en C-6. Enel anillo C
se estudid la presencia de un grupo carbonilo en C-12. El anillo D se derivatiz6 mediante la
introduccién de un grupo acetiloxi o cetona en C-16. La cadena lateral de 22-oxocolestano
se modificé introduciendo grupos oxigenados en C-26 o introduciendo un transdiol en C-22
y C-23; una funcion similar presente en los brasinoesteroides naturales (37).

Se estudiaron dos enzimas asociadas a la proliferacion fungica: la quitinasa B, que es la
responsable de la regulacion de los niveles de quitina en el hongo, y la 1,3-p-glucanasa (38).
Ambas enzimas estan asociadas con la hidrolisis de 1,3-y 1,6-B-glucano. Para el caso de la
quitinasa B, el fragmento de quitina tiene mejor energia de acoplamiento que la mayoria de
los promotores de crecimiento vegetal: SPGP13, SPGP7y SPGPL1 tienen mejor energia que
el inhibidor de referencia evaluado (FOO0), mientras que SPGP12 presenta el mismo nivel.



Por otro lado, para el caso de la glucanasa el compuesto SPGP15 tiene una mayor afinidad
por la enzima que una molécula de 1,3-glucano y el inhibidor de referencia apegin mientras

que SPGP7 tiene la misma energia que el sustrato.

Los efectores AVR4y ECP6 son los encargados de la regulacion y proteccion intramolecular
de la quitina, por lo que la inhibicion del sitio activo es fundamental para detener la
proliferacion fungica. Para AVR4, los compuestos SPGP1y SPGP6tienen una mejor energia
de acoplamiento que el fragmento de quitina, mientras que en el caso de ECP6, ningun
derivado esteroideo tiene el potencial de unirse al sitio activo de esta proteina. Este estudio
esa nivel deenergia, que en los casos de la enzima se ha establecido previamente una relacion

directa entre la energia de acoplamiento y la constante de inhibicion de la enzima(39), pero
también deben estudiarse de acuerdo con la interaccion de los residuos aminoacidicos.

SPGP1 R:H
SPGP2 R: Ac

(o} SPGP10 R: Ac
SPGPI1 R: H
\H/ o .

AcO

OR;

SPGP3 Ry:aH,Ry: 0 g
R SPGP4 Ry: A, Ry: H

AcO
SPGPI2 R;: A, Ry H, Ry H
SPGPI3 R;: A, Ry H, Ry Ac
SPGP14 Ry: oH, Ry: O, R3: H
SPGP15 R;: aH, Ry: O, Ry: Ac
R4
AcO'

Rz SPGPS R,: 0OAC, Ry 0OAC

(0] SPGP6 R;: BOAc, Ry: H

Figura 2 SPGP's evaluados in silico para las diferentes dianas antifingicas.
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SPGP1 SPGP1

Figura 3. Docking score (kcal/mol) de estructuras SPGP en enzimasquitinasa B y 1,3-B-glucanasa y efectores
AVR4 y ECPS6.

Quitinasa B.

La quitinasa B es una enzima quitinolitica responsable de la regulacion de los niveles de
quitina en el hongo invasor. La quitina es un componente esencial para la proliferacion de
hongos. En el presente trabajo, el primer objetivo es evaluar el puntaje de acoplamiento
(abreviado como ‘DS’ del inglés dockin score) entre moléculas SPGP y quitina, en
comparacion con el inhibidor dereferencia, para delimitar su potencial. Se encontré que tanto

quitina como moléculas SPGP pueden colocarse en el sitio catalitico de la enzima; este hecho



valida el acoplamiento y el potencial inhibidor de los derivados esteroideos. Los nicleos
esteroidales son hidrofobos en comparacion con el fragmento de quitina uno, como se
confirma en la Figura 4. El potencial efecto inhibitorio se puede observar con la interaccion
de aminoacidos, mostrando la formacion de puentes de hidrogeno caracteristicos con los
residuos aminoacidicos W 97, W 145y D 215. Estas interacciones pueden observarse tanto
en el fragmento de quitina como en el inhibidor de referencia. La mayoria de los derivados
esteroidales presentan puentes de hidrégeno con el residuo W 97, incluso se observa que los

compuestos con mejor puntaje de acoplamiento también presentan un puente de hidrdgeno
con W 145, y en algunos casos con otros como E 144.

Las interacciones de Van der Waals y m-alquilo se deben a los grupos acetilo del sustrato;
este hecho revela la importancia de resaltar el caracter lipofilico de los derivados de SPGP.
El carécter hidrofdbico de los anillos permitid observar interacciones con los residuos F 191,
Y 145, W 97 y F 190 en el caso de SPGP13, SPGP7y SPGP1 (Tabla 2). SPGP7 tiene un
puente de hidrégeno con el residuo W 220, asi como SPGP12, que tiene mejor DS que la

quitina, pero no que el inhibidor de referencia, lo que demuestra la importancia de este
residuo.

Charged (negative) istance —= Pication
0 Charged (positive) Hbond —  Salt bridge
Halogen bond Solvent exposure
Hydrophobic H et

lydration site tal coordination
Metal X Hydration site (displaced) e

Polar D

D Unspedified residue - H
Water

M

Pi-Pi stacking

Figura 4 Modo de unién con la enzima quitinasa B. (a) Fragmento de quitina, (b) FOO, (c) SPGP8, (d)
SPGP15, (e) SPGP1, (f) SPGP14.



Tabla 2. Interaccion de residuos aminoacidicos con estructuras de SPGP's en el sitio catalitico de la quitinasa
B.

Compuesto Van der Waals y pi - Puente de hidrdgeno Otros

alquilo convencional
A A:145 F A:191, Y A:145,
Fragmento de W A:97, L A:265, F A:190, G A:187, G A:188,
quitina L A:216, E A:144, Y A:214, D A:215, W A:220
M A:212
A A186,R A:294, D A:215,
D A:316, E A:315, G A:188,
G A:314, 1 A:339, L A:216, W A:220, G A:187, W A:220,
M A:212, F A:190, F A:191, R A:338 D A:336
P A:317, W A:97, Y A:318,
Y B:481
R A:294, W A:97, D A:215,
W A:220, E A:144, G A:95,
SPGP2 © A6, MA2lz, FALZ, W A:97 W A:403
FA:191, F ALL, P A:14,
Y A:145,Y A:214, Y A:98,
Y A:99, Y B:481
D A:215, F A12, E A:144,

Y B: 481

SPGP1

W A:97,
F A:51, G A:96, W A:97,
SPGP3 W A:403,
M A:212, FA:191, Y A:214,
W A:220
Y A:98, Y A:99
R A:194, 1 B:482, D A:316,
W A:220, E A:221, W A:97,
FA:191,
SPGP4 G A:314, W B:479, G B:480, W A:97
W B:479
Y B:481, F A:190, F A:239,
T B:483
A A:186, R A:338, D A:215,
D A:316, D A:336, G A:187,
G A!188,
SPGP5 I A:339, L A:216, M A:212, R A:294
G A314

F A:190, F A:191, P A:219,
P A:313, W A:220, W A:97,




Y A:145

A A:186, W A:220, AA:217,
R A:294,E A:315, G A:188,

SPGP6 G A:314, L A:216, L A:265, D A:215, D A:316, W A:220,
M A:212, F A:190, F A:191, G A:187 E A:221
W A:97, Y A:145, Y A:214,
Y B:481
D A:215, E A:144,
G A:95, G A96, M A:212,
SPGP7 FA:12, FA:191, F A5, W A:220
W A:403, Y A:214,Y A:97,
Y A:98, Y A:99
R A:294, W A:220, R A:338,
SPGPE D A:215,D A:316, G A:314, R A104 W B'470 FA:191,
G B:480, |1 B:482, F A:190, W A:220
T B:483, Y A:145, Y B:481
A A:186, W A:220, R A:294,
R A:338,D A:215, D A:316,
D A:336, E A:315, G A:188,
SPGP9 G A:314, 1 A:339, L A:216, G A:187, W A:220 W A:220
L A:265, M A:212, F A:190,
FA:191, W A:97, Y A:145,
Y B:481
D A:215, F A:191, E A:221, F A:190,
SPGP10 G A:96, G B:480, M A:212, W ASE W A:87,
F A:51, W A:220, W B:479, W A:403,
Y A:214,Y A:99, Y B:481 E A:144
A B:491, Y B:481, D A:316,
SPGPIL D B:489, G B:480, | B:482, R A104 W A07 FA:191,
S B:484, T B:483, W A:220, FA:190
W B:479
R A:294,D A:215, D A:316, R A:338, E A:221, F A:190,
SPGPL2 D A:336, G B:480, | A:339, W A:220 W A:220




F A:190, F A:191, W A:97,
W B:479, W B:481,Y A:481,
F A:190, W A:220
R A:294, D A:215, D A:316,
D A:336, G B:480, | A:339,
SPGP13 | B:482, F A:190, F A:191,
T B:483, W A:97, Y B:481,
W A:220
D A:215, W A:97, E A:144,

W A:220,
G A:96, M A:212, F A:12,
SPGP14 G A:95 W A:403,
F A:191, F A:B1,Y A:214,

W A:97

Y A:98, Y A:99
D A:215, W A:97, E A:144,
G A:95, G A:96, M A:212,
SPGP15 FA:12, FA:191, F A51,
W A:403,Y A:214,Y A:98,
Y A:99

R A:194, R A:338,
W B:479

W A:97,
W A:220

1,3-B-glucanasa

La principal funcion de la 1,3-p-glucanasa radica en la hidrolisis de estos glucanos,
necesarios para el proceso de adaptacion-proliferacion del hongo fitopatdgeno. Es una
enzima tan especifica que solo existen unos pocos inhibidores selectivos, como apegin. La
formacion de un puente de hidrogeno entre el residuo Y 29y E 192 es crucial en el proceso

catalitico de descomposicion del b-glucano en unidades de monosacaridos.

La naturaleza hidrofobica de los nucleos de esteroides dificulta la interaccion con el sitio
catalitico de la enzima (Figura 5). SPGP7 y SPGP15 interactlan de forma polar con los
aminoacidos Q 27 y D 145 debido a sus funciones polioxigenadas. Es importante destacar
esto ultimo en el proceso de hidrolisis de la glucanasa, teniendo un mecanismo como apegin,
con la ventaja de que estas SPGP interactdan con F 258 y N 191. SPGP15 también interactua
con el residuo F 144. Para el caso de los fitopatogenos dependientes de glucanasa, SPGP7y

SPG15 demostraron la necesidad de una alta polaridad para unirse a esta enzima. Quitinasa



B, que se une a la quitina, al tener grupos acetilo, los residuos en la proteina tienen un caracter

hidrofobico.

El resto de SPGP (1 - 6, 8 - 14) tienen puntuaciones de acoplamiento entre —6,0 kcal/mol y
—4,0 kcal/mol (Tabla 3). Estos valores no son comparables con los glucanos o inhibidores
comerciales. Esto no es necesariamente negativo, ya que la 1,3-p-glucanasa esta presente no
solo en fitopatdgenos, sino también en hongos benéficos para el desarrollo vegetal, lo que
permite el uso de estas SPGP’s con efecto promotor del crecimiento vegetal sin alterar la

simbiosis con el reino de los hongos.
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14 31

Figura 5. Interaccion 1,3-B-glucanasa: (a) 1,3-p-glucano, (b) apegin, (c) SPGP15, (d) SPGP7.

Tabla 3. Residuos de aminodcidos que interactlian con SPGP en el sitio catalitico de 1,3-p-glucanasa.

Compuesto Van der Waals y pi - Puente de hidrdégeno Otros
alquilo convencional
1,3-p-Glucano H253,N 191, F 258, N 305, | Y 255, E192,Y 29, D 145
L 304, F 144, D 145 G 27,N 149, R 312

Apegin N 191, N 146, F 144, N 142, | Y 29,E 192, R 211 R 92, D 145,




G 306, N 305, L 304, W 303, R 309, G 27,
W 373 Y 255
SPGP1 G 261, S 259, F 258,V 257, | R312, H 254, D 145, | R 265, E 262,
Q 256, Y 255, H 253, F 232, N 146 H 252, D 227
V 231, Q 230, A 229, A 228,
H 226, W 373,H 135, S 147,
F 144, G 143, N 142, Y 153
SPGP2 Y 153,G 306, N 305, L 304, | R312,Y 29, G 27, R 309, E 191,
W 303, M 30, N 191, L 194, H 254 H 252, E 262,
P 196, H 253, Y 255, Q 256, R 265
V 257, F 258, S 259
SPGP3 Y 317, G 306, N 305, L 304, R 162, W 277 D 318, R 309,
W 303, W 373, H 135, N 191, E 192, E 262,
L 194, P 196, H 253, H 254, R 265, D 318
Y 255, Q 256, V 257, F 258,
S 259
SPGP4 Y 153, N 146, F 144, G 143, W 277 G 262, R 312,
N 142, H 226,A 229, Q 230, R 309, E 192
V 231, F 232, H 253, H 254,
Y 255, F 258, S 259
SPGP5 Y 153, S 147, F 144, G 143, N 146, D 145 D 151, R 150,
N 142, H 253,H 254, Y 255, H 252, E 262,
Q 256, V 257, F 258, S 259, R 265
SPGP6 Y 153,S 147, N 142, H 253, | N 146, D 145, W 277 | R 265, E 262,
H 254, Q 256, V 257, F 258, H 252, R 150,
S 259 D 318
SPGP7 S259, F 258,V 257, Q 256, | H 254,L304,Y 29 E 262, H 252,
Y 255, H 253, F 232, V 231, D 227, R 92,
Q 230, A229,A 228, H 226, G 27, R 309,
P 94, M 30, W 303, N 305, R 312
G 306
SPGP8 N 146, F 144, G 143, N 142, R 312, G 27 R 312, R 309,
H 253, H 254,Y 255, Q 256, R 150, R 265,

V 257, F 258, S 259, Y 153,




M 30, Y 29, H 135, D 133 E 262, H 252,
D 145, D 133
SPGP9 Y 153,G 306, N 305, L 304, | R 312,Y 29, H 254 R 309, E 27,
W 303, P 28, M 30, H 135, R 92, H 252,
H 253, Y 255,Q 256, V 257, E 262, R 265
F 258, S 259
SPGP10 Y 153, S 147, F 144, G 143, N 146, Y 255 D 151, R 150,
N 142, S364, W 363, H 253, D 145, E 192,
V 257, F 258, N 191, L 194, R 92
V 197
SPGP11 Y 317,V 307, G 306, N 305, D 145, R 265 R 312, R 309,
L 304, W 303, H 253, H 254, E 262
Y 255, Q 256, V 257, F 258,
S 259
SPGP12 G 306, N 305,L304,W 303, | R312, H 254, D 145 R 309, E 27,
P 28,Y 29, M 30, W 373, H 252, E 262,
H 226, H 253,Y 255, Q 256, R 265
V 257, F 258, S 259
SPGP13 Y 137,G 306, N 305, L 304, | Y 255,Y 29, R 312 R 309, E 27,
W 303, W 373, H 253, R 92, D 227,
H 254, F 258, S 259 G 262
SPGP14 Y 153, G 143, F 144, S 157, | D 145,N 146, R 265 | D 318, E 262,
W 373, W 363, H 253, R 312
H 254,Y 255,Q 256, V 257,
F 258, S 259, V 273, Y 317
SPGP15 W 153,S147, N 146, F 144, N 146, E 27 D 151, R 150,
G 143,N142,H 253, Y 255, D 256, E 262
V 257, F 258, S 259
ECP6y AVR4.

Dado que la regulacion observada es via quitinasa B, fue interesante estudiar los efectores

por parte del hongo necesarios para la proliferacion fungica, siendo ECP6 y AVRA4 criticos

para el transporte y proceso proliferativo via Quitina, una opcion de regulacion indirecta es



mediante el bloqueo alostérico del sitio de transporte que se ubica entre las dos cadenas de la
estructura tanto en el efector ECP6 como en el AVR4 (Figura 6 (a) y Figura 6 (d)). A nivel
deenergia podemos observar que solo 2 compuestos tienen una energia superior al fragmento
de quitina en el caso de AVR4, pero en ECP6 ningun compuesto tiene una energia
competitiva. A nivel espacial podemos ver que el fragmento Quitina en ambos casos se
encuentra en medio de las dos cadenas, las SPGP en todos los casos se unen en ese sitio
(Figura 6 (b) y Figura 6 (e)) pero particularmente en el caso de ECPG, las intercadenas de
esta region son altamente hidrofilicas, por lo que el nicleo esteroidal que es lipofilico no
permite una fuerte interaccion con el sitio, aunque los acetatos e hidroxilos forman enlaces
de hidrégeno no es suficiente para comparar con la quitina. En el caso de AVR4, aunque la
quitina es hidrofila, el sitio no es completamente hidrofilo, presentando interaccion con el

nacleo y con un carbonilo o un enol en C-6 para SPGP1y SPGP6 (Figura 6 (c) y Figura 6
().

Especificamente para AVR4, los compuestos interactian en el sitio particular, lo que
concuerda con un aumento en las interacciones de van der Walls y w-alquilo, como se puede
ver en la Tabla 4, los aminoacidos para la fraccion de quitina se repiten en interaccion para
los derivados SPGP, pero en la formacién de puentes de hidrogeno es donde reside la clave
para SPGP1y SPGP6 ya que interactian con Y D: 67, ademas de agregar residuos como Y
C:67,D C: 102y K C: 98, que aumenta la energia de acoplamiento permitiéndole competir
en el caso de SPGP1 al mismo nivel de energia y para SPGP6 con mejor puntaje de

acoplamiento que el ligando enddgeno, permitiendo asi bloquear el efector AVRA4.



Charged (negative) Polar Distance —e  Pi-cation

) Charged (positive) ) Unspecified residue —» H-bond — Salt bridge
Glycine Water Halogen bond Solvent exposure
Hydrophobic Hydration site — Metal coordination
Metal X Hydration site (displaced) e—e Pi-Pi stacking

Figura 6. Figura 6. Modo de enlace para (a) fragmento de quitina frente a ECP6, (b) SPGP6 frente a ECP6, (c)
SPGP1 frente a ECP6, (d) fragmento de quitina frente a AVR4, () SPGP1 frente a AVR4, (f) SPGP6 frente a
AVR4,

Tabla 4. Residuos aminoacidicos que interactan con SPGP en el sitio catalitico de AVR4.

Van der Waalsy = - Puente de hidrogeno
Compuesto
alquilo convencional
C C:101, w C:100, L C:57,
P C:53, P D:85, C D:86, K D:84,
P D:87, L D:90, W D:92, K C:54,
Q D:69, Y D:67, C D:101, K C:98,
SPGP1 W D:100, L D:57, P D:53, K D:84,Y C:67 K C:99,
G D:52, M D:51, P C:85, K D:88,
C C:86, P C:87, L C:98, K D:54,
W C:92, N C:93, Y C:67, K C:84
Q C:69
C C:50, M C:51, G C:52, K C:54,
SPGP2 P C:53, L C:57, Y D:67, KC.84,Y C:67, KC5h4 D C:55,
Q D:69, G C:97, W C:100, K D:84,




C C:101, P A:61, S A:63,

K C:98,

C A:64, W C:92, L C:90, K C:99,
G C:89, P D:53, P C:87, D A:62,
G D:52, C C:86, M D:51, C A:208,
C D:50, P C:85, V C:83, D D:55,
V C:82,Y C:67,Q C:69 K D:54,
K C:88,
K C:84
P D:87, W D:100, C D:101,
K D:84,
L D:90, L C:106, Y C:103,
D C:102,
N C:93, C C:101, W C:92,
K C:99,
W C:100, L C: 90, M D:51,
SPGP3 K C:98,
P C:87, G D:52, C C:86,
K C:84,
P D.53, P C:85, Y C:67,
D C.55,
Q C:69, L C:57, P C:53,
K C:54
G C:52, Y D67, Q D:69
P D:87, L D:90, T A:113,
L C:106, N C:105, Y C:103,
Y D:103, C C:101, W D:100, K A:112,
SPGP4 W C:100, M D:51, G D:52, D C:102,
P D:53, P C:85, C C:86, K C:98
P C:87,Y C:67, L C:90,
W C:92, N C:93
Y C:58, L C:57, T C:65, D C:55,
T C:66, Y C:67,1C:68, K C:54,
Q C:69, P C:53, G C:52, K C:98,
W C:100, C C:101, C D:86, K C.99,
Q D:69, Y D:67, P D:87, K C:84,
SPGP5 Y C:103, P C:104, L C:106, K C:84, M D:51 D C:102,
Y D:103, C D:101, W D:100, D D:102,
G D:97, N C:93, T A:113, K C:88,
W C:92, Q C:91, L C:90, K C:54,
G C:89, L D:57, V A:111, K D.49,
P D:53, P C:87, G D.52, K C:84




C C:86, P C:85, M D:51,
C D:50, v C:83, V C:82,
T D:48

Y D:67, Q D:69, L C:57,
P C:53, G C:52, C D:85,

L C:54,
P D:87, L D:90, W D:100,
K D:84,
C D:101, L C:106, Y C:103,
K C:98, D C:102, D C:102,
SPGP6 C C:101, W C:100, N C:93,
Y C:67 K C:99,
W C:92, P D.53, G D:52,
K C:98,
M D:51, Y C:67, L C:90,
K C:84
Q C:69, P C:87, C C:86,
P C:85
V C:82, V C:83, P C:85,
Y C:67, Q C:69, C C:86,
K C:84,
C D:50, P C:87, M D:51,
K C:88,
G D:52, P D:53, L C:90,
K C:84, P C:85, K D:54,
SPGP7 L C:57, W C:92, Q D:69,
M D:51 D D:55,
Y D.67, P C:53, L D:57,
K C:54,
W D:92, L D:90, P D:87,
K D:84
C D:86, P D:85, C D:101.
W D:100, W C:100, C C:101
Q D:69, Y D:67, P C:53, K D:84,
P D:87, W D:100, C D:101, K C:54,
L C:57, L D:90, W D:92, K D:99,
W C:100, N C:93, W C:92, K C:98,
SPGP8 Y D:67, K C:98
C C:101, Y C:67, L C:90, K C:99,
Y C:103, L C.106, P C:87, D C:102,
C C:86, C D:50, M D:51, K D:54,
G D:52, P D:53, L D:57 D D:55
D D:102,
P D:85, C D:86, L D:106,
K D:99,
P D:87, Y D:103, Y D:67,
SPGP9 C D:101, K D:98 K D:98,
L D.90, C D:101, W D:100,
D C:102,

W D:92, N D:93, T A:113,

K D:99,




Y C:103,C C:101, W C:100, K D:54

P C:85, C C:86, P C:87,

L C:90, Y C:67, M D:51,

G D:52, P D:53, W C:92,

N C:93
K D:84,
Q D:69, Y D:67, P D:85, D D:102,
C D:86, L D:106, P D:87, K D:99.
SPGPL0 Y D:103, L D:90, W D:92, K D:84, C D:101, K D:98,
N D:93, C D:101, W D:100, K D:98 K D:54,
Y C:103, P D:53, L C:57, K C:99,
W C:100, L D:57, P C:53 K C:98,
K C:54
CONCLUSIONES

Los compuestos SPGP tienen un enorme efecto promotor del crecimiento de las plantas en
varios sistemas bioldgicos y un efecto contra los fitopatdgenos (especificamente para la
quitinasa B y la 1,3-B-glucanasa). Algunos compuestos SPGP fueron estudiados in silico
encontrando 5 inhibidores competitivos con un puntaje de acoplamiento mejor que la quitina
y 4 comparables a FOO (inhibidor de referencia). Mientras que para la 1,3-pB-glucanasa, se
encontraron 2 inhibidores potenciales (SPGP7, a nivel del 1,3-B-glucano y SPGP15) con
mejor actividad que apegin (inhibidor de referencia). Para el bloqueo de los efectores de
quitina (AVR4 y ECP6), solo se logré un blogueo alostérico contra AVR4, por lo que los
compuestos 22-oxocolestano estudiados tienen un potencial latente como inhibidores de la
proliferacion fungica a nivel enzimatico. En conclusién, los compuestos tipo SPGP tienen
potencial como moléculas de doble accion, primeramente, como promotores del crecimiento

vegetal y por otro lado como antifingicos frente a hongos fitopatogenos.
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