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4.5 Fitohormones relacionades amb la resposta defensiva

Totes les respostes defensives estan regulades mitjangant una complexa xarxa de
transmissié de senyals, on hi juguen un paper vital les fitohormones: I'acid salicilic (SA,
salicylic acid), I'acid jasmonic (JA, jasmonic acid), la sistemina, I'acid abscisic (ABA, abscisic
acid) i I'etile (C,H,4). Aixi mateix, s’ha descrit que els senyals fisics, de tipus eléctric o hidric,
també podrien activar la resposta sistemica (Wildon et al., 1992).

La implicacié de les citades hormones és crucial per a la induccié6 de la resposta
defensiva front insectes herbivors i patdogens: I'acid jasmonic esta involucrat en la resposta a
ferida (que implica l'activacié de la via dels acids octadecanoides), i I'acid salicilic esta
implicat en la percepcié6 de l'atac de patdgens de moltes espécies vegetals (resposta
hipersensible, HR, i resisténcia sistéemica adquirida, SAR) (Farmer & Ryan, 1992; Sticher et
al., 1997).

L’acid abscisic (ABA) té un paper important en la resposta a ferida, sobretot en els
primers esdeveniments de la resposta defensiva. Sembla ser que, 'ABA (fitohormona que
també actua en situacions d’estrés sali, o en la inhibicio la germinacié de les llavors) es
sintetitzaria de novo en la zona ferida, i que aquesta sintesi estaria relacionada amb la
dessecacio dels teixits ferits (Reymond et al., 2000). L’ABA podria actuar estimulant una
lipasa membranal, que facilitaria I'alliberament de l'acid linoleic a partir de fosfolipids de
membrana (desencadenant aixi, la ruta dels acids octadecanoides que condueix a la
produccio de JA) (Pefa-Cortés et al., 1996).

L’etile, és una fitohormona reguladora de processos importants en diferents estadis de
desenvolupament de la planta (I'elongacio cel-lular, la germinacié de llavors, la maduracioé de
fruits, la senescencia...); I'etilé sembla implicat en la percepcié de I'estrés, tant biotic com
abiotic, i presenta sinergia amb el JA: s’ha descrit que indueix I'expressiéo de gens de
defensa i, en algun cas en resposta a ferida mecanica, tal com ho fa el JA (Xu et al., 1994;
O’Donnell et al., 1996; Tornero et al., 1997; Penninckx et al., 1998).

La sistemina és un péptid de 18 aminoacids generat a partir d’'una proteina precursora, la
prosistemina. Diferents estudis han demostrat la importancia d’aquesta molécula en la
resposta a ferida, i la transmissié de la resposta sistémica, en solanacies (Ryan & Pearce,
1998; Ryan, 2000; Moura & Ryan, 2001; Ledn et al., 2001). En resposta a ferida, la
sistemina podria alliberar-se en I'apoplast, on interaccionaria amb un receptor de membrana,
desencadenant finalment una xarxa de senyals intracel-lulars (activacié de proteines kinasa,
de la fosfolipasa A i I'alliberament d’acid linoleic) que conduirien a la produccié d’acid
jasmonic, i aquest a I'expressio de gens de defensa (Schaller & Frasson, 2001).

Les diferents vies de transmissié de senyals desemboquen en I'expressié dels diferents
gens de defensa de la planta, tant per a respostes directes com indirectes, discernint entre

els possibles organismes atacants, la intensitat de I'agressio i enviant senyals a les altres
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plantes no ferides perqué reaccionin abans de I'atac. Aixi mateix la resposta pot ser local
(restringida a la zona on s’ha produit I'atac) i/o sistémica (en fulles o parts de la planta que
no han estat atacades directament).

Cal destacar que les diferents rutes de senyalitzaci6 mitjangades per aquestes
fitohormones, interaccionen entre elles; i que aquestes interaccions poden tenir un efecte de
sinergisme (Stout et al., 1999) o d’antagonisme (Felton ef al., 1999; Maleck & Dietrich, 1999;
Thomma et al., 1998). L'existencia d’aquesta multiplicitat de vies de senyalitzacio, i de
connexions entre les mateixes, explicaria els efectes creuats que s’observen front diferents
organismes potencialment perjudicials per a la planta (patdgens, insectes fitdfags)
(Schweizer et al., 1997; Clarke 1998).

5. Resposta defensiva front I’atac d’insectes

Les respostes de defensa de les plantes son doncs desencadenades per diferents
estimuls, i segueixen vies de transmissi® de senyals complexes. Malgrat les moltes
interconexions que existeixen entre la resposta defensiva front insectes i la resposta front
patogens, es pot definir de manera general, la cadena d’esdeveniments de la resposta de
defensa front insectes.

En la Figura 12, es sintetitza la cadena d’esdeveniments que es ddna en la planta en
resposta a I'atac d’insectes herbivors. El procés s’inicia per la ferida que produeix l'insecte
en alimentar-se de la planta, que desencadenara tot un seguit de senyals, tant locals com
sistémics. Els senyals locals inclouen oligosacarids provinents del trencament de la paret
cel'lular de la planta, o molécules de la secrecio bucal de l'insecte, com per exemple la
volicitina. Com a senyals sistéemics actuen senyals de tipus fisic (electrics o hidrics), la
fitohormona ABA i/o la sistemina. Es pressuposa que, aquests diferents senyals, poden ser
reconeguts pels seus corresponents receptors de membrana (actualment encara existeix
poca informacid al respecte).

La volicitina podria desencadenar I'emissié de compostos organics volatils per part de la
planta atacada. L’emissio d’aquests compostos t€ com a objectiu el control de la poblacio
d’insectes fitofags. El més sorprenent pero, ha estat coneixer les estratégies que segueix la
planta, mitjangant aquests compostos volatils, per fer minvar la poblacié de l'insecte que
l'esta atacant: certs compostos poden atraure altres insectes depredadors o insectes
parasits de la plaga que s’esta alimentant de la planta (Pare & Tumlinson, 1999; Dicke &
Van Loon, 2000; Van Poecke et al., 2001). Alires compostos volatils son alliberats per a
dissuadir, a determinats lepidopters, de pondre els ous en les plantes ferides (De Moraes et
al., 2001); també s’ha descrit compostos volatils que s’alliberen quant hi ha un insecte que

diposita els ous, i que atrauen a himenodpters parasits dels ous (Meiners & Hilker, 2000).
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Recentment s’ha descobert unes altres molécules que també actuen com a desencadenant
de la resposta defensiva de plantes front insectes; aquestes molécules sén les anomenades
bruchins, diols de cadena llarga modificats per I'acid 3-hidroxipropanoic, segregades per
determinats escarabats al pondre els ous en les fulles de plantes de pésol. Les bruchins
desencadenen el creixement neoplastic de la zona on hi ha hagut la deposicié dels ous,
formant tumors que faran desenganxar-se I'ou i exposara a la larva neonatal a predadors,
parasits o a la dessecacio (Doss et al., 2000). Aixi mateix, recentment s’ha demostrat que
'emissio de certs compostos permet la comunicacio aéria entre plantes ferides i plantes no
ferides, conduint a I'expressié de gens de defensa en aquestes ultimes (Arimura et al., 2000;
Dicke & Bruin, 2001).
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Figura 12: Resposta defensiva de plantes front I’atac d’insectes. OGAs, oligosacarids; ABA,
acid abscisic; C,H,, etile; LOX, lipooxigenasa; AOS, alen oxid sintasa; AOC, alen oxid ciclasa;
SA, acid salicilic; JA, acid jasmonic. (Koiwa et al., 1997; Walling, 2000).

Aixi, una vegada rebut el senyal de ferida a nivell de membrana plasmatica, es
requereixen unes molécules i/o activitats que condueixin fins a l'activacié d’'una lipasa
membranal, que facilitaria l'alliberament de l'acid linoleic a partir dels fosfolipids de
membrana. L’acid linoleic és el precursor de la via dels acids octadecanoides; via que
condueix a la formacio de I'acid jasmonic. Sembla ser que la volicitina podria induir la
formacid6 de compostos organics volatils. Aquesta molécula és estructuralment molt
semblant a l'acid linoleic, i es creu que podria actuar de manera semblant (Albor et al.,
1997).
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Amb I'acid linoleic s’iniciaria la ruta que condueix a la formacio del JA; una bona part de
les etapes d’aquesta ruta son conegudes (Hildmann et al., 1992; Pefia-Cortés et al., 1994;
Ledn et al., 2001; Weber, 2002), i els enzims que les duen a terme han estat aillats i
caracteritzats (Bell & Mullet, 1993; Creelman & Mullet, 1997). En la Figura 13 es mostra la

ruta de biosintesi del (-)-JA.

Figura 13: Ruta de biosintesi de I’Acid

Ruta dels Acids Octadecanoides Jasménic  (JA): ruta dels Acids
Octadecanoides. S’indiquen els productes

intermediaris (requadres) i els enzims

‘ Acid linoleic (18:3)
implicats (Adaptat de Walling, 2000).
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d’aquest acid, i mitjangant una reduccio i

Acid 12-oxo-fitodienoic (12-OPDA)

OPDA reductasa + tres passos de B - oxidacié successius,

Tres B-oxidacions +
es forma I'acid jasmonic (-)-JA.

Acid jasmonic (JA) L’estructura quimica del JA consisteix

wH en una molécula de ciclopentanona, amb

- dues cadenes laterals d’atoms de

o)

carboni. L’esterificacio del C-1 amb un

grup metil donara el metiljasmonat,
MeJA. EI JA, i el seu metil-éster MeJA, junt amb les conjugacions d’isoleucina, valina o
leucina amb (-)-JA, son molecules fisioldgicament actives com a fitoreguladors: es veuen
implicades en la regulacié de gran nombre de processos morfologics i fisiologics (resposta a
estres hidric, inhibicio del creixement, induccié a la senescéncia foliar, maduracié de fruits...)
a part del seu paper en la resposta defensiva de plantes (Sembdner & Parthier, 1993).

En aquest punt de la transducci6 del senyal, el JA actuaria induint I'expressio de diferents
gens de defensa, entre ells els inhibidors de proteases. L'etilé sembla actuar en aquest punt,
activant també I'expressié de gens de defensa. Contrariament, I'acid salicilic actuaria de
forma antagonica al JA o a l'etile: el SA actuaria inhibint els primers passos de la ruta dels
acids octadecanoides i posteriorment inhibint, o bé la induccié de factors de transcripcié per
part del JA o I'etile, o bé la sinergia entre aquestes dues fitohormones (Walling et al., 2000).

Les primeres etapes de la ruta dels acids octadecanoides, és a dir els passos en qué

intervenen els enzims LOX, AOS i AOC, es podrien donar en l'interior dels cloroplasts, pero
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les reduccions i B-oxidacions posteriors, fins a la formacié de I'acid jasmonic, es produirien
en els peroxisomes. Actualment no es tenen evidéncies experimentals per demostrar el pas
del producte intermediari des dels cloroplasts als peroxisomes (Weber, 2002).

L’aplicaciéo exogena de JA o MeJA indueix fortament I'expressioé local i sistémica dels
gens dels inhibidors de proteases en gran nombre d’espécies de plantes. Aquesta ubiquitat
indica la conservacio de la resposta en espécies més o menys allunyades filogenéticament
(Wasternack et al., 1997). A més a més, estudis amb mutants deficients per precursors del
JA o estudis del bloqueig de la ruta dels acids octadecanoides confirmen el paper del JA ja
que, d’una banda, aquests mutants presenten una supressié de I'expressié de JA i dels gens
de determinats inhibidors de proteases en resposta a ferida i, d’altra banda, son més
sensibles a I'atac d’insectes (Hildmann et al., 1992; Bergey et al., 1996; Howe et al., 1996;
Pena-Cortés et al., 1996).

En la darrera década, I'acid jasmonic ha estat la molécula que ha centrat l'interés de les
investigacions sobre les oxilipines; tanmateix existeixen altres classes doxilipines,
actualment en estudi, que semblen implicades es la resposta de plantes a patdgens. Les
oxilipines sén metabolits produits per les plantes mitjangant la transformacié oxidativa
d’acids grassos insaturats, que es dona per una serie de vies metaboliques divergents.
L’estudi a nivell bioquimic i genétic, a permés evidenciar que aquest derivats oxigenats
actuen activament en els mecanismes de defensa de plantes (Hamberg et al. et al., 1999;
De Leon et al., 2002; Blée, 2002). Entre les primeres oxilipines antifungiques caracteritzades
hi ha els derivats epoxi- i hidroxi- de I'acid linoleic; per altra banda, entre les oxilipines
implicades en la resposta defensiva a plagues i patdgens hi ha els derivats de la digestio via
CYP74B, com els acids colneleic i colnelenic (implicats en resposta a fongs i virus en patata)
o aldehids de cadena curta (implicats en resposta a insectes xucladors, que actuarien
reduint la fecunditat dels afids) (Blée, 1998; Weber et al., 1999; Vancanneyt et al., 2001; De
Leon et al., 2002).

La via de transmissio i resposta a ferida produida per insectes, sol variar lleugerament per
diferents plantes estudiades: en el cas d’Arabidopsis, existeixen gens que s’indueixen per
ferida pero que, en canvi, no s’'indueixen per JA, tal i com ho fan els seus homolegs en
solanacies (Titarenko et al., 1997); aixi mateix, la fitohormona etilé en Arabidopsis, es perfila
com a regulador i no com a molécula inductora principal, com és ara el JA (Rojo et al.,
1999).

Aixi mateix, cal destacar els estudis realitzats per Reymond i col-laboradors, en qué
mitjangant la técnica de microarrays d’ADNc, han comparat I'expressié de gens en resposta
a ferida mecanica versus ferida produida durant I'alimentacio d’insectes (Reymond et al.,

2000). Aixi han pogut determinar que els perfils de transcripcid6 de diferents gens
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d’Arabidopsis, varien segons la planta hagi sigut ferida mecanicament o bé ferida per

I'alimentacié de larves de Pieris rapae en les seves fulles.

5.1 Els inhibidors de proteases

Els inhibidors de proteases (IPs) es troben entre les principals proteines defensives que
les plantes acumulen per fer front a I'atac d’insectes i d’alguns microorganismes. Els IPs
constitueixen la familia PR-6 de les proteines PR. S’acumulen en teixits de reserva, com
llavors o tubercles, perd també poden ser presents en les parts aéries de la planta
mitjangant la induccio per diversos estimuls, com és ara la induccié per ferida; en aquest
cas, la produccido d’'IPs es dona per la via dels acids octadecanoides, que catalitza el
trencament de I'acid linoleic i la formacié d’acid jasmonic, que induira I'expressio dels gens
codificants pels inhibidors de proteases.

Els IPs de plantes sén proteines de baix pes molecular. Es classifiquen segons el tipus de
proteasa que inhibeixen i en base a la seva seqliéncia d’aminoacids. S’han descrit quatre
tipus diferents de proteases basant-se en I'aminoacid que ocupa el centre actiu o
mecanisme catalitic: serin-, cistein-, aspartil- o metal-loproteases (Koiwa et al., 1997). En la

Taula 14, es mostra la classificacio per families dels IPs de plantes.

Families d’inhibidors de proteases de plantes

Familia Proteasa inhibida
Inhibidors de serinaproteases tripsina, quimotripsina i/o
= Inhibidor de tripsina de soja (Kunitz) STKI elastasa

= Inhibidor Bowman-Birk

= Inhibidor de tripsina d’ordi BTI
= Inhibidor de patata |

= Inhibidor de patata Il

= Inhibidor de carbassa

= Inhibidor de tripsina Ragi I-2/blat de moro

= Serpina

Inhibidors de cisteinaproteases papaina; catepsines B, H, L
Inhibidors d’aspartilproteases catepsina D

Inhibidors de metal-loproteases carboxipeptidases A, B

Taula 14: Families dels inhibidors de proteases de plantes en base al seu mecanisme catalitic, i
proteases que inhibeixen. S’indiquen els principals grups de serinaproteases, segons Ryan
(1990).

Aixi mateix, en relacié6 a l'estructura primaria, s’ha establert una classificacio en 10

families, que es mostra en la Taula 15.
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L’activitat dels IPs ve donada per la seva capacitat de formar complexes estables amb les
proteases diana, bloquejant, alterant o evitant 'accés del substrat al centre actiu de 'enzim.
Els inhibidors de serinaproteases son el grup més ampliament representat en plantes; totes
les families d’inhibidors de serinaproteases soén inhibidors competitius; aixi utilitzen un bucle,
que exposa el centre reactiu, que insereixen en la cavitat del centre actiu de la proteasa,
simulant el mode d’accié del substrat, bloquejant d’aquesta manera el centre catalitic de la

serinaproteasa (Laskowski & Kato, 1980).

Families d’inhibidors de proteases de plantes
segons la seva estructura primaria

* Inhibidors de serinaproteases Bowman—Birk
= Inhibidors de tripsina/a—amilasa de cereals

= Inhibidors de cisteinaproteases

* Inhibidors de metal-locarboxipeptidades

* Inhibidors de tripsina de mostassa

* Inhibidors de patata de tipus |

= Inhibidors de patata de tipus Il

= Serpines

= Inhibidors de tripsina de soja (Kunitz)

= Inhibidors de carbassa

Taula 15: Classificacié dels inhibidors de proteases de plantes en families, segons la seva

estructura primaria, segons De Leo & Gallerani (2002).

El tipus dinteracci6 més estudiat és el que es dona entre les serinaproteases
(principalment serinaproteases de mamifers) i els seus inhibidors. Les interaccions entre
l'inhibidor i el lloc d’'unié de la proteasa s’estabiliizen mutuament i son tan estretes que
donen una gran estabilitat al complex (Bode & Huber, 2000). El bucle on hi ha el centre
reactiu de I'inhibidor conté els residus anomenats P1-P1’ (veure Figura 16); el residu P1 de

l'inhibidor determina el tipus especific de serinaproteasa que inhibeix.

Nomenclatura dels aminoacids del centre reactiu d’un inhibidor

v

w. P4P3P2P1 Py P2P3Py...

Figura 16: Nomenclatura dels aminoacids localitzats en el centre reactiu d’un inhibidor. La
fletxa indica I’enllag peptidic que és reconegut per la proteasa, i hidrolitzat per aquesta en el

seu substrat natural.
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Per a cada inhibidor, I'aminoacid P1 és un o varis aminoacids determinats, que es
corresponen amb els residus que son reconeguts per la proteasa en els seus substrats
naturals. Altres residus, propers al centre reactiu, també tenen un paper important per

determinar la forgca de la interaccié inhibidor — proteasa (De Leo & Gallerani, 2002).

La majoria dels inhibidors estudiats pertanyen a tres families de plantes: les
lleguminoses, les solanacies i les graminies (Richardson, 1991). L’activitat defensiva dels
IPs de plantes es basa en la seva capacitat d’inhibicié per les proteases presents en l'intesti
de linsecte atacant, reduint aixi I'assimilacio i disponibilitat d’aminoacids necessaris per al
creixement i desenvolupament de linsecte. Els IPs també poden presentar activitat
defensiva contra nematodes (Williamson & Hussey, 1996). Aixi mateix, s’ha descrit I'activitat
antifungica de certs IPs, que poden inhibir el creixement d’hifes o la germinacié d’espores de
certs fongs fitopatdgens (Lorito et al., 1994; Dunaevskii et al., 1997; Joshi, 1998).

Gran nombre d’espécies vegetals han estat transformades amb gens d’inhibidors de
proteases i assajades per determinar-ne la millora de la resisténcia contra insectes (veure
Apartat 8.1). Certs estudis pero, han pogut constatar el fet que els insectes sén capacgos
d’adaptar-se a la preséncia d'IPs expressats en plantes transgéniques, modificant les seves
activitats proteolitiques digestives i sobreexpressant proteases insensibles a Iinhibidor

producte del transgen (Broadway, 1995; Michaud et al., 1996; Jongsma & Bolter, 1997).

Basant-se en aquestes caracteristiques defensives, s’han realitzat nombrosos estudis per
determinar 'activitat contra plagues de diferents IPs. La Taula 17 mostra alguns dels IPs que

s’han aillat i estudiat en referéncia a la seva activitat contra plagues (insectes i nematodes).

Aixi doncs, es fan necessaris estudis que permetin determinar les caracteristiques
d’aquests canvis adaptatius en insectes, aixi com la recerca de nous IPs bifuncionals o
multifuncionals (que presentin activitat inhibidora contra diferents tipus de proteases) facin

més dificil un procés d’adaptacié en l'insecte.
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Tipus d’inhibidor

Plaga

Referéncia

Soybean trypsin inhibitor
Bowman-Birk
Barley trypsin inhibitor

Tribolium castaneum
Teleogryllus commodus
Spodoptera exigua

Oppert 1993
Burgess 1991
Lara 2000

Kunitz

Helicoverpa armigera

Spodoptera litura
S.exigua

Johnston 1993
Ishikawa 1994
McManus 1995
Broadway 1986b

Potato protease inhibitors
Potato inhibitor II

Maize proteinase inhibitor

Sesamia inferens
Chrysodeixus erisoma
T. commodus
S.littoralis

Duan 1996

Mc Manus 1994
Burgess 1991
Tamayo 2000

Potato multicystatin Diabrotica virgifera Orr 1994
D. undecimpunctata Orr 1994
Tomato protease inhibitor Il Heliothis armigera Johnson 1989
Cowpea trypsin inhibitor Chilo suppressalis Xu 1996
C. inferens Xu 1996

Heliothis armigera

Lawrence 2001

Squash trypsin inhibitor
Cabbage protease inhibitor

H. virescens
Trichoplusia ni

MaclIntosh 1990
Broadway 1995

Soybean cysteine Pl D.virgifera Zhao 1996

Soy cystatin C.maculatus Koiwa 1998

Oryzacystatin | Otiorynchus suculatus Michaud 1995
C.chinensis Abe 1992
T.castaneum Chen 1992
Leptinorsa decemlineata Michaud 1995
Caenorhabditis elegans Urwin 1995
Chrysomela tremula Leple 1995
Riptortus clavatus Abe 1992
D.undcimpunctata Edmonds 1996
Heterodera schachtii Urwin 1997
Anthinomous grandis Pannetier 1997
Meloidogyne incognita Vain 1998

Oryzacystatin Il C.chinensis Abe 1992
R. clavatus

Wheat germ cysteine + Serine PI T.castaneum Oppert 1993

Taula 17: Inhibidors de proteases de plantes i la seva activitat contra plagues. S’inclouen
estudis d’inhibicié in vitro, assaigs d’incorporacio d’IPs a la dieta i bioassaigs en planta.
(Lawrence, 2002). Una informacié més detallada sobre plantes modificades genéticament amb

gens d’IPs es presenta en I’apartat 8.7.

5.2.1 Inhibidors de serinaproteases

Els inhibidors de serinaproteases son els IPs més abundants en plantes, i s"acumulen en
els teixits de reserva (tubercle, llavor). La familia dels inhibidors de serinaproteases s’ha
subdividit en subfamilies en base a les dades de seqiiéncia i estructura. Els IPs de
serinaproteases més abundants son els inhibidors de tripsines i quimotripsines; molts d’ells,
pero, son bifuncionals i poden inhibir dues d’aquestes activitats. Els inhibidors d’elastasa
sén, amb diferéncia, els menys abundants i menys caracteritzats dels inhibidors de

proteases de plantes.
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Els aminoacids P1 que determinen l'especificitat per cada una d’aquestes activitats

inhibidores, es mostren a continuacio:

Inhibidor Residu P1 del centre reactiu

Inhibidor de tripsina lisina, arginina

Inhibidor de quimotripsina tirosina, fenilalanina, triptdfan, leucina, metionina
Inhibidor d’elastasa alanina, serina

Dins una mateixa familia d’inhibidors el residu P1 canvia freqlientment, donant com a
resultat canvis en I'especificitat d’inhibicié. Aixd implica una hipervariabilitat que permet la
resposta de la planta front els diferents tipus de plagues, i/o patdogens, que poden atacar-la
al llarg de la vida.

L’inhibidor del blat de moro, MPI, objecte d’estudi d’aquest treball, pertany al grup dels
inhibidors de serinaproteases, presentant una especificitat d’inhibicié contra quimotripsines i
elastases (Tamayo et al., 2000). Gens que codifiquen per a inhibidors de serin proteases
han estat utilitzats fonamentalment per a la proteccié de plantes front insectes lepidopters
(veure apartat 8.17).

5.2.2 Inhibidors de cisteinaproteases

Els inhibidors de cisteinaproteases actuen inhibint proteases de la superfamilia de la
papaina, aixi com les catepsines B, H i L (Koiwa et al., 1997), impedint 'accés del substrat al
centre catalitic de la proteasa d’'una manera indirecte (Bode & Huber, 2000). La majoria
d’inhibidors de cisteinaproteases actuen unint-se a punts superficials propers al centre actiu
de la proteasa, impedint aixi 'accés del substrat al centre actiu, sense que es doni un
bloqueig directe dels residus catalitics (Bode & Huber, 2000).

Els inhibidors de cisteinaproteases més estudiats han sigut els identificats en d’arros,
anomenats oryzacystatins (OC-l i OC-ll), dels que recentment se n’ha descrit I'estructura
tridimensional mitjangant RMN (Abe et al., 1987; Kondo et al., 1991; Nagata ef al., 2000).

Els estudis realitzats amb plantes transgéniques per inhibidors de cisteinaproteases,
s’han centrat principalment en el seu efecte en insectes coledpters. Aquests estudis han
demostrat que els IPs de cisteinaproteases afecten el desenvolupament de coledpters, com
per exemple Diabrotica en patata transgenica (Orr et al., 1994), Chrysomela en alber
transgénic (Leple et al., 1995) o Anthinomous en coté transgénic (Pannetier et al., 1997).
Contrariament al resultat d’aquests estudis, altres assaigs han demostrat que la ingesta de

oryzacystatin per part del coledpter Otiorynchus sulcatus, condueix a la sobreproduccié de
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proteases insensibles a l'inhibidor, no veient-se afectat el desenvolupament del coleopter
(Michaud et al., 1996).

5.2.3 Inhibidors de aspartilproteases

Els inhibidors d’aspartilproteases actuen inhibint activitats del tipus catepsina D, i també
han estat descrits en diverses espécies de plantes, com per exemple en patata, tomaquet,
veca (Vicia sativa) o card (Hannapel, 1993; Werner et al., 1993; Herbers et al., 1994; Strukel;
et al., 1995; Kreft et al., 1997; Roszkowska-Jakimiec et al., 1998; White et al., 1999). En
tubercles de patata s’ha aillat un inhibidor de aspartilproteases, inusual per que també és

capag d’inhibir activitats tripsina i quimotripsina, a part de catepsina D (Mares et al., 1989).

5.2.4 Inhibidors de metal-loproteases

Les plantes han desenvolupat com a minim dues families d’inhibidors de
metal-loproteases: la familia de I'inhibidor de carboxipeptidases de patata (PCl) i la familia
de l'inhibidor de metal-loproteases de tomaquet (MCPI), (Rancour & Ryan, 1968; Graham &
Ryan, 1981). Ambdods inhibidors son proteines petites, amb un pes molecular
d’'aproximadament 4KDa. Son estabilitzats per tres ponts de disulfur, i presenten gran
estabilitat front desnaturalitzacié o digestié per endoproteases (Villanueva et al., 1998).
L’inhibidor de patata PCI, s’acumula durant el desenvolupament del tubercle i també en fulla,
en resposta a ferida (Graham et al., 1997). Les activitats que inhibeixen els IPs de
metal-loproteases son les corresponents a les carboxipeptidases A i B.

L’inhibidor PCI forma complexes amb carboxipeptidases A, inhibint-les fortament d’'una
manera competitiva (Vendrell et al., 2000). EI complex més caracteritzat és el del PCl amb la
carboxipeptidasa A bovina (CPA) (Rees & Lipscomb, 1982; Molina et al., 1994; Querol et al.,
1993).

Aquests inhibidors, aillats en tomaquet i patata, inhibeixen fortament, i de manera
competitiva, gran nombre de metal-loproteases d’animals i microorganismes, perd no

inhibeixen carboxipeptidases de llevats o plantes (Havkioja & Neuvonen, 1985).

5.3 Les proteases digestives d’insectes

Els insectes presenten en els seus sistemes digestius combinacions de diferents tipus de
proteases amb diferents especificitats. Les proteases digestives catalitzen l'alliberament de
peptids i aminoacids a partir de les proteines ingerides, i sobn molt abundants en la regio de

lintesti mitja del tracte digestiu dels insectes. Aquestes proteases digestives s’han dividit en
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endopeptidases, que trenquen les cadenes proteiques per llocs especifics (inhibidors de
serina-, cisteina-, aspartil- i metal-loproteases), i les exopeptidases, que alliberen aminoacids
de les regions C- o N-terminal (carboxipeptidases i aminopeptidases) (Applebaum, 1985;
Jongsma et al., 1997).

Durant anys es va creure que els insectes només presentaven proteases del tipus
serinaproteasa o aspartilproteases, degut a que la majoria dels estudis s’havien dut a terme
amb lepidopters i dipters, on aquestes dues classes de proteases hi sén majoritaries
(McFarlane, 1985). Actualment, s’ha demostrat que el sistema digestiu dels insectes es
compon de diferents classes de proteases que inclouen, a part de les serinaproteases i les
aspartilproteases, cisteinaproteases, metal-loproteases i exopeptidases (Wolfson &
Murdock, 1990; Christeller et al., 1992; Terra & Ferreira, 1994; Barret et al., 1986).

Els diferents ordres dins dels insectes presenten uns perfils de proteases digestives
caracteristics i, generalment, existeix un tipus d'activitat proteasica predominant i
acompanyada d'una contribuci6 menor dels altres tipus d’activitats digestives. Els
lepidopters, himenopters, ortopters i dipters utilitzen principalment serinaproteases en els
seus sistemes digestius, mentre que els coleopters i hemipters utilitzen majoritariament
cisteinaproteases (Ryan, 1990; Wolfson & Murdock, 1990; Murdock et al., 1987). Aquestes
combinacions de proteases poden, a més a més, variar amb la dieta i/o I'estadi larvari
(Broadway, 1995; De Leo & Gallerani, 2002).

Les serinaproteases (tripsines, quimotripsines i elastases) han sigut detectades en el
tracte digestiu d’insectes de moltes families diferents, essent molt abundants en els
lepidopters, on el pH de lintesti és alcali (pH 9-11). En el lepidopters, les serinaproteases
representen aproximadament el 80% de les activitats digestives, mentre que el 20% de
l'activitat proteolitica digestiva restant correspondria a activitats tipus cistein-, aspartil- i
metal-loproteasa, aixi com a exopeptidases. Una part important de les plagues de cultius
agricoles pertanyen al grup dels lepidopters, d’aqui I'interés i aplicabilitat dels inhibidors de
serinaproteases per a la millora de la resisténcia a plagues. Aixi, s’han realitzat nombrosos
estudis tant d’inhibici6é del creixement mitjancant assaigs d’incorporacio d’IPs a la dieta, com
bioassaigs amb plantes transgéniques que expressen gens d’inhibidors de serinaproteases
(Schuler et al., 1998; Hilder & Boulter, 1999; Lawrence et al., 2002) (veure a Taula 17 i Taula
32, dels apartats 5.7 i 8.1 respectivament).

Estudis realitzats en intestins de diferents espécies de coleopters han evidenciat que les
cisteinaproteases solen ser el grup majoritari en el sistema digestiu d’aquests insectes, on el
pH de l'intesti és acid (pH 5-7), representant el 70-80% de les activitats digestives (Murdock
et al., 1987).

A part de les cisteinproteases que hi sén majoritaries, en espeécies (de sis families) de

'ordre dels hemipters s’han descrit aspartilproteases del tipus catepsina D. Sembla que el
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pH baix dels intestins dels membres d’aquest ordre sén favorables per l'activitat de les
aspartilproteases, de pH optim 3-5 (Houseman & Downe, 1983).
En la Figura 18 es representa la distribucié dels diferents tipus de proteases digestives en

insectes dels ordres dels lepidopters i dels coleopters.

PROTEASES

LEPIDOPTERS COLEOPTERS
DIGESTIVES
D’ INSECTES W W
'o"Activitat proteolitica\\ ':"Activitat proteolitica\\

|10 20 30 40 50 60 70 80‘9!% |10 20 30 40 50 60 70 80‘9'%
ENDOPEPTIDASES
Serinaproteases

Tripsines

Elastases

EXOPEPTIDASES

Figura 18: Proteases digestives d’insectes lepidopters i coleopters. S’indica el percentatge
aproximat de la contribucié, de diferents proteases, al conjunt de I'activitat proteolitica de

'intesti mitja de I'insecte.

Per altra banda, els intestins dels insectes polifags presenten un espectre de proteases
meés ampli que els sistemes digestius d’insectes especialistes.

Malgrat que s’han detectat activitats dels diferents tipus de proteases en els intestins de
gran varietat d’insectes, sén poques les proteines caracteritzades des del punt de vista de la
seva estructura o de les seves propietats enzimologiques.

En expressar, de manera constitutiva, gens que codifiquen per IPs en plantes, aquests
soén capagos de conferir proteccid a la planta; proteccié que assoleix diferents graus en
relacio amb el nivell d’expressié de I'IP assolit en planta (Jouanin ef al., 1998; Gatehouse &
Gatehouse, 1998; Schuler et al,, 1998). Per altra banda, els insectes han desenvolupat

diferents mecanismes per adaptar-se a la ingestio d’'IPs (Jongsma et al.,, 1995; Ishimoto &
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Chrispeels, 1996; Michaud, 1997). Aquests mecanismes d’adaptacio inclouen la sintesi de
noves proteases digestives insensibles a I'IP ingerit, com és el cas en lepidopters
(Broadway, 1995; Jongsma et al., 1995; Broadway et al., 1996; Bown et al., 1997; Wu et al.,
1997) i coledpters (Bolter & Jongsma, 1995; Girard et al., 1998b; Bonadé-Bottino et al.,
1999); o mitjangant la degradacié de I'lP per part de proteases de l'insecte (Michaud et al.,
1995; Giri et al., 1998; Girard et al., 1998a).

Cal destacar que, I'especificitat de I'lP per una proteasa no es deu només als aminoacids
que ocupen els respectius centres reactiu i actiu, sind que el reconeixement de l'IP i la
proteasa, es basa també en els diferents aminoacids que es troben situats al voltant del
centre actiu, que determinaran la forga de la unié (Laskowski, 1985). Aixi el nombre de
subtipus de proteases dels que disposa l'insecte per a eludir I'accié de I'IP és forga ampli, i
explicaria la rapida adaptacié d’alguns insectes a la ingesta d’'IPs de plantes, sobretot en el
cas dels insectes polifags que han evolucionat per evitar I'efecte de gran varietat d’IPs
defensius de plantes als que s’han vist confrontats.

Per poder dissenyar estratégies efectives per a la proteccid front insectes-plaga de
plantes transgéniques que expressin gens d’IPs, és de vital importancia estudiar les
caracteristiques del sistema digestiu de I'insecte-problema, aixi com I'especificitat d’inhibicié
de I'lP per a les proteases de linsecte. Aixi mateix combinacions de dos o més IPs
expressats en una mateixa planta, o I'expressié d’inhibidors multifuncionals, dificultarien
I'adquisicié de resisténcia per part de l'insecte.

En aquest treball s’ha estudiat el sistema proteolitic digestiu del lepidopter Chilo
suppressalis, plaga dels arrossars (pH optim de les seves activitats proteolitiques digestives,
proteases presents en el seu sistema digestiu). Aixi mateix s’ha estudiat la capacitat
d’'inhibicié in vitro per part de l'inhibidor MPI de les activitats proteolitiques digestives de
Chilo. Igualment, aquest estudi s’ha estés al lepidopter Cacyreus marshalli, la plaga del

gerani.

5.4 L’inhibidor de proteases de blat de moro, MPI

En el nostre laboratori es va identificar i caracteritzar el gen que codifica per un inhibidor
de proteases de blat de moro (Zea mays): el gen mpi (maize proteinase inhibitor).

La sequéncia d’aminoacids deduida del gen mpi presenta gran homologia amb els
membres de la familia de linhibidor | de patata (Cordero et al, 1994). La familia de
linhibidor | de patata esta formada per inhibidors de serinaproteases, i presenten
generalment activitat inhibidora contra activitats del tipus quimotripsina; el residu P1
localitzat en el centre reactiu sol ser metionina o leucina (residus Met/Leu,7-Asp,s) (Norton,

1991). Contrariament, la sequéncia d’'aminoacids deduida del clon d’ADNc de I'MPI, mostra
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la preséncia dels residus Ala-Asp (Ps-P;) en les posicions corresponents del centre reactiu
de la proteina MPI. En la Figura 19 es mostra la comparacié de la seqiiencia aminoacidica
de I'MPI amb les sequiéncies d’altres inhibidors de la familia de I'Inhibidor | de patata.

En el nostre laboratori s’ha expressat el gen de linhibidor MPI en Escherichia coli
mitjangant una fusi6 GST-MPI. La proteina MPI recombinant, MPI(r), un cop purificada és
funcional, i amb ella s’ha pogut dur a terme diferents assaigs d’inhibicié de proteases in vitro.
Aixi mateix, la proteina MPI purificada s’ha utilitzat per a la produccié d’anticossos anti-MPI
en conills; els anticossos es varen preparar contra la proteina MPI purificada (digestio de la
proteina fusi6 amb trombina — SDS-PAGE — recuperacié de la proteina MPI en gel —
immunitzacié) (Tamayo et al., 2000; aquest treball). L’activitat inhibidora es realitza amb la
proteina fusio GST-MPI.

MPI 1 @--------mmm - s---sTHccEeGeEA- - -~ ~---------~~
Cl-2A (70%) 1 SVEKPIGVNTGAEDRHNL -~ - == - == == -~
CI-1B (56%) 1 PTEGSI (-1 ) N
P4 (45%) 1 DEPEVIELQKEFE----- Cl
TH  (45%) 1 I PEVI KEFD- SNLMME
ERI  (44%) 1 IEVSDGLNYLQVHDVSQSF[§P

%
MPI 19
Cl-2A 26
CI-1B 30 T PyYyD; i
PIH 49 7 TNV zf;/ GSVTv-vDYRCNRVRLFNIL
Tl 53 v e sPETi D YRCERVR LFINNT LKy
ERI 61 E L AUNTAINLIBNG SINITIADIR C NRVR L F V NFALhS

Figura 19: Alineacié de la seqiiéncia d’aminoacids de P'inhibidor MPI, amb les seqiiéncies
d’altres inhibidors inclosos en la familia de I'inhibidor | de patata. C/-2A i CI-1B, inhibidors de
tripsina d’ordi; PI-I, inhibidor de patata I; TI-/, inhibidor de tomaquet |I; ERI, ethylene responsive
protease inhibitor de tssssgomaquet. Entre paréntesi, % d’identitat de la sequiéncia. L’asterisc
indica la posicié del centre reactiu (residu P,). En negre i gris s’indiquen els aminoacids

idéntics o similars, respectivament. (Tamayo, 2000).

Els estudis d’inhibici6 in vitro amb l'inhibidor MPI, realitzats en el nostre laboratori, han
permés determinar les propietats inhibidores d’aquest inhibidor sobre proteases de mamifers
i insectes. Mentre que els inhibidors de la familia de l'inhibidor | de patata, solen presentar
una elevada activitat inhibidora front quimotripsines de mamifer, I'inhibidor MPI presenta una
lleugera activitat inhibidora per aquestes quimotripsines, perd en canvi una forta activitat
contra elastases de mamifer. Aquesta activitat inhibidora de I'MPI front elastases és
coherent pel fet que, el centre reactiu de I'MPI, presenta una alanina. Altres IPs de plantes
amb activitat elastasa, com el VSI (Vicia subtilisin inhibitor; Svendsen,1984) o C-Il (Soybean

inhibitor C-II; Odani & lkenaka, 1977) també presenten una alanina en P1. En el cas del
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CMTI Il (squash seeds trypsin inhibitor), la substitucié del P1 per una Ala incrementa
l'activitat contra elastases (Rolka et al., 1991).

Cal esmentar que l'estructura tridimensional de I'inhibidor CI-2 d’ordi ha estat resolta tant
per cristal-lografia de raigs X (McPhalen & James, 1987) i per RMN (Kjeer; 1987; Clore et al.,
1987). Basicament es tracta d’'una estructura en forma de falca, i presenta el centre reactiu
en seu extrem més estret. El cor hidrofobic esta format per 'empaquetament de 2 fulles-
oposades a una helix-a (veure Figura 20). L’inhibidor CI-2 presenta una metionina al centre
reactiu P1 (Hasan & Leatherbarrow, 1998). Cal destacar que l'inhibidor MPI i el CI-2
presenten un 70% d’identitat que permet predir que, I'inhibidor MPI, tindra una estructura

tridimensional superposada a I'estructura de l'inhibidor d’ordi.

Figura 20: Estructura tridimensional de I'inhibidor de quimotripsina d’ordi Cl-2 (PDBsum).

5.4.1 Activitat de la proteina MPI front proteases digestives d’insectes

Amb la proteina MPI expressada en Escherichia coli, també es dugueren a terme assaigs
d’inhibicio amb extractes d’intestins de larves de Spodoptera littoralis. Aquest lepidopter (se
'anomena popularment rosquilla negra) és un insecte polifag que ataca gran nombre de
cultius, entre ells I'arros, del qual en devora les fulles. Com en la majoria de lepidopters, les
serinaproteases son les activitats proteolitiques predominants en el seu sistema digestiu
(Christeller et al., 1992; Purcell et al., 1992).

Mitjancant la utilitzacié del substrat caseina (substrat general de proteases) es determina
que el 40% de les activitats proteolitiques d’Spodoptera eren susceptibles d’inhibicio per part
de Tinhibidor MPI. En la Figura 21 es mostra la inhibicié de les activitats digestives de S.
littoralis per part de I'inhibidor MPI.

Aixi mateix, en aquests assaigs s'utilitzaren també substrats especifics per proteases del
tipus quimotripsina (SA,PPpNA i SA,PLpNA) i elastasa (SA;pNA). Es determinaren els

valors ICs, (concentracié d’inhibidor necessaria per a obtenir el 50% d’inhibicié de I'activitat
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proteolitica) pels substrats especifics, que estaven en el rang de 0,2-0,7 uM (veure Figura
21).

Els estudis d’inhibicio de les activitats proteolitiques de lintesti de S. littoralis amb
linhibidor MPI, han demostrant que I'MPI inhibeix de manera efectiva les activitats

quimotripsina i elastasa de l'intesti de larves d’aquest lepidopter (Tamayo et al., 2000).

Spodoptera littoralis
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Figura 21: Inhibicié de les activitats proteolitiques digestives de Spodoptera littoralis per
inhibidor MPI. Els substrats utilitzats s6n caseina marcada amb resorufin (¢); SA;pNA,
substrat per a activitats del tipus elastasa (0); SA,PPpNA (-) i SA,PLpNA (A), ambdés

substrats per a activitats del tipus quimotripsina (Tamayo et al., 2000).

Aixi doncs, la capacitat de linhibidor MPI d’inhibir dos tipus diferents de proteases
digestives del lepidopter S. littoralis, quimotripsina i elastasa (proteases que predominen en
el sistema digestiu de lepidopters) juntament amb el fet que és efectiu a concentracions
baixes, feia del gen mpi un candidat adequat per a ser utilitzat, mitjangant transgénia, en la
millora de la resisténcia de plantes contra insectes lepidopters.

Amb aquests antecedents es va iniciar aquest treball dirigit a I'obtencié de plantes d’arros
transgeniques que expressin el gen mpi, amb 'objectiu concret de millorar les propietats de
resisténcia de l'arrds front el lepidopter Chilo suppressalis, la plaga més important dels
arrossars mediterranis.

Aixi mateix, en el transcurs d’aquest estudi s’han obtingut resultats preliminars que han
permés obrir una linia similar d’investigacié en la direccié de la proteccio front el lepidopter

Cacyreus marshalli, plaga del gerani.
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