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INTRODUCCION

Las cistatinas son un grupo de proteinas identificadas en vertebrados, invertebrados,
plantas y algunos microorganismos, que inhiben cistein-proteasas. Las cistatinas de plantas
(fitocistatinas) constituyen una familia formada por mas de 80 miembros descritos tanto en
mono- como en di-cotiledéneas, que se agrupan en una rama independiente del arbol
evolutivo de esta superfamilia de proteinas. Se caracterizan por presentar, ademéas de la
secuencia conservada LARFAV exclusiva de vegetales, tres motivos comunes a todas las
cistatinas implicados en la interaccion enzima-inhibidor: i) el sitio reactivo QxVxG; ii) una o
dos glicinas en el extremo amino terminal de la proteina vy iii) un triptéfano en la segunda
parte de la molécula (Figura 1).
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Figura 1. Esquema y estructura tridimensional de la orizacistatina | de arroz (OC-l) indicando
las secuencias de aminoéacidos LARFARV y los motivos implicadas en la interacciéon enzima-inhibidor,
basada en datos estructurales de Nagata et al. (7).



Las fitocistatinas son inhibidores no competitivos que inhiben de forma especifica
peptidasas C1A de la familia de la papaina (peptidasas C1A; MEROPS peptidase database,
http:merops.sanger.ac.uk). La afinidad de cada fitocistatina por las distintas peptidasas es
especifica y diferencial como consecuencia de un proceso evolutivo cuya finalidad es la
ampliacion del espectro de inhibicién (1). Ademas, presentan puntos isoeléctricos neutros o
acidos, carecen de puentes disulfuro, no sufren procesos post-traduccionales de glicosilacion
y son estables a variaciones de temperatura y pH. La mayoria posee un peso molecular entre
11-16 kDa y un solo dominio inhibidor, aunque se han descrito algunos miembros que
presentan una extensidn carboxilo terminal que las confiere un tamafio molecular de ~ 23
kDa (2,3). Recientemente se ha demostrado que los genes que codifican fitocistatinas de
bajo peso molecular carecen de intrones o poseen solo uno localizado entre el motivo
LARFAV vy el centro reactivo de su region codificante (ORF), mientras que los genes que
codifican proteinas de — 23kDa presentan sus ORFs interrumpidos por tres intrones (3, 4). El
significado funcional y/o evolutivo de los intrones es aln desconocido. Ademas, existe otro
grupo independiente de fitocistatinas, denominadas multicistatinas de — 87 kDa, que estan
formadas por la repeticiéon de 8 dominios inhibidores (5, 6).

A pesar del elevado numero de fitocistatinas descritas, solo se dispone de datos
cristalograficos precisos de la orizacistatina | de arroz (OC-1), cuya estructura tridimensional
ha sido determinada por espectroscopia de resonancia magnética nuclear. Dentro de esta
estructura aparece una a -hélice y cinco laminas b antiparalelas (Figura 1) (7). A partir de
esta estructura y mediante métodos bioinforméaticos se han modelizado otras fitocistatinas
(8, 9). La prediccion de la estructura tridimensional de estas proteinas, unida al
conocimiento de la estructura 3D de la interaccién entre estefina B y papaina, y entre
estefina A y catepsina H (10, 11), ha permitido esclarecer la posicion de los motivos
implicados en la interaccion proteasa-fitocistatina. Estos motivos se localizan en el extremo
N-terminal (G), y en los bucles entre las laminas b2y b 3 (QxVxG) yb 4y b 5 (W).

Desde la caracterizacion de la OC-I, el primer inhibidor de cistein proteasas de plantas
descrito en 1987 (12), el numero de fitocistatinas identificadas se ha incrementado de forma
notable. Un ejemplo claro lo constituyen las cistatinas de cereales, de las que ya se habian
descrito en el afio 2002, cinco miembros en trigo (13, 14), tres en maiz (15), dos en arroz
(12, 16), una en cebada y otra en sorgo (17, 18).

La secuenciacion del genoma completo de arabidopsis y arroz y la existencia de
numerosas colecciones de ESTs y BACs de otras especies han permitido que en los udltimos
afos se identificaran las primeras familias génicas completas de fitocistatinas en varias
especies. Asi, Martinez et al. (4, 19) publicaron la anotacion de doce cistatinas en arroz,
siete en arabidopsis y trece en cebada y propusieron modelos evolutivos basados en la
relacion filogenética entre esas especies. Simultaneamente, Massonneau et al. (20)
identificaron diez cistatinas de maiz y analizaron sus patrones de expresién en respuesta a
estreses abidticos. Asimismo, se han identificado diez cistatinas en kiwi, siete en manzano y
25 en cafia de azucar, aunque la caracterizaciéon molecular y/o funcional de las mismas aun
no se ha completado (1, 21).

Los genes que codifican las distintas cistatinas dentro de la misma especie muestran
patrones de expresion diferenciales y capacidades inhibitorias especificas (20). Esta
diversidad funcional se puede justificar como el resultado de un proceso evolutivo paralelo al
aumento del nimero, localizacién y/o funcién de las cistein-proteasas de la planta, dianas de
estos inhibidores.



DISTRIBUCION DE LAS FITOCISTATINAS EN LA PLANTA

Las fitocistatinas se han purificado principalmente de semillas (3, 12, 17, 22), aunque
también se han descrito en hojas (23), raices (17, 24), tubérculos (5), tallos (23), polen
(24), botones florales (2) y frutos (25). Incluso se ha descrito una cistatina extracelular
insoluble en cultivos celulares de zanahoria (26).

Su localizacién subcelular no esta muy estudiada, aunque se ha descrito una
multicistatina de patata en el citoplasma de las células del tubérculo, donde forma cristales,
y en las vacuolas de las células del tallo donde se acumula en repuesta a acido jasmonico
(27). Recientemente, mediante técnicas inmunolégicas se ha detectado la presencia de
cristales de una multicistatina de tomate en el citosol de las células de mesodfilo de hoja
tratadas con acido jasmoénico (28). No obstante, la mayoria de los genes que codifican
fitocistatinas poseen un péptido sefial en su extremo amino que implica una localizacién no
citoplasmica de la proteina (4).

FUNCION BIOLOGICA

A las fitocistatinas se les ha atribuido esencialmente un papel enddégeno relacionado con
el turn-over proteico y la muerte celular programada debido a su capacidad de inhibir
cistein-proteasas de la planta, y un papel de defensa basado en su actividad inhibitoria
frente a cistein-proteasas heterdlogas.

La funciéon endbégena esta poco estudiada, aunque son varias las fitocistatinas
relacionadas con la degradacion de las proteinas de reserva de las semillas. Se han
demostrado la capacidad de la OC-1 de arroz y la CC-1 de maiz de inhibir in vitro las cistein-
proteasas de las propias semillas de arroz y maiz encargadas de hidrolizar las glutelinas y
zeinas, respectivamente (29, 30). También se ha determinado el papel regulador que ejercen
las cistatinas WC5 de trigo y HvCPI-1 de cebada, sobre la expresion de ciertas cistein-
proteasas durante el desarrollo y germinacién de la semillas (14, 31).

Asimismo, se ha demostrado que las fitocistatinas son capaces de inhibir la actividad de
proteasas enddgenas relacionadas con otros procesos fisiologicos, lo que apoya su papel
como reguladores de la proteolisis. Este es el caso de la cistatina de papaya que inhibe in
vitro caricaina, una cistein-proteasa endégena (32).

Existen varias referencias bibliograficas que describen la implicacion de cistein-proteasas
y sus inhibidores las cistatinas en procesos relacionados con la muerte celular programada
(MCP) en plantas. Solomon et al. (33) comprobaron que la expresion ectdpica de una
cistatina de soja inhibe la actividad de cistein-proteasas enddgenas y bloquea la respuesta
de MCP inducida por una infeccion de una cepa avirulenta de Pseudomonas o0 por estrés
oxidativo. lgualmente, la sobre-expresién de la fitocistatina AtCYS1 de arabidopsis, en la
propia especie, bloquea la MCP activada por herida, patégenos avirulentos y o6xido nitrico
(8). Recientemente se ha demostrado que una cistatina de Celosia cristata es capaz de
conferir resistencia frente al virus del mosaico del tabaco (TMV) en plantas de Nicotina
glutinosa , al bloquear las cistein-proteasas que se activan durante el proceso de MCP en
respuesta a la infeccién virica (34).

La implicacion de las fitocistatinas como proteinas de defensa esta mucho mas estudiada
y avalada por:

e su capacidad de inhibir in vitro cistein-proteasas de insectos, acaros, nematodos y
virus.

e su capacidad de inhibir el crecimiento in vitro de hongos.

e su induccién en distintos tejidos de la planta en respuesta a herida, acido jasmonico
e infeccidon por patégenos.



Ensayos de inhibiciéon in vitro con fitocistatinas purificadas directamente de la planta o
como proteinas de fusidon expresadas en Escherichia coli o Pichia pastoris, han demostrado
que son capaces de inhibir las cistein-proteasas presentes en los tractos salivares y
digestivos de varios organismos fit6fagos. Concretamente, colebdpteros, acaros y nematodos
poseen cistein-proteasas como los enzimas mayoritarios responsables de hidrolizar las
proteinas de su dieta. La actividad proteasa de extractos crudos preparados a partir de estos
organismos es bloqueada por las fitocistatinas, de forma que estas actian como proteinas
antimetabdlicas que interfieren el proceso de digestién. Las plantas han convertido estas
caracteristicas en una estrategia de defensa y la han adoptado de forma extensiva.

Entre los numerosos ejemplos de inhibicién in vitro publicados es de destacar el caso de
las cistatinas de arroz, soja y cebada, que purificadas a partir de cultivos de E. coli
recombinantes, inhiben la actividad digestiva de importantes insectos plaga como el
escarabajo de la patata ( Leptinotarsa decemlineata ) o la crisomela del maiz ( Diabrotica
virgifera ), coledpteros que provocan graves peérdidas en las cosechas (35, 36).
Recientemente, se ha desarrollado una estrategia nueva para llevar a cabo los bioensayos,
incorporando dosis controladas de una cistatina de Vigna unguiculata purificada como
proteina de fusion a partir de cultivos de E. coli , en semillas artificiales que se han utilizado
para alimentar larvas del coledptero Zabrotes subfasciatus . Una reduccion drastica del peso
de las larvas y un aumento de su mortalidad han demostrado los efectos deletéreos de esta
cistatina (37).

Pernas et al. (38) demostraron que la actividad cistein-proteasa de extractos proteicos
preparados del acaro del polvo, Dermatophagoides faringe, era inhibida por una cistatina de
castafo purificada de cultivos de E. coli . Recientemente, Carrillo et al. (datos no publicados)
han comprobado que las cistatinas de cebada inhiben in vitro los enzimas digestivos de la
arafa roja ( Tetranychus urticae ), un &caro fitéfago .

Se ha estudiado también el papel de las fitocistatinas como inhibidores de cistein-proteasas
de virus. Aoki et al. (39) describieron que las orizacistatinas OC-1 y OC-Il reducian la
replicacion del virus del herpes simple (HSV-1), probablemente debido a una inhibicién de
proteasas viricas implicadas en el procesamiento de la capside del mismo. Ademas,
Gutierrez-Campos et al. (40) comprobaron que plantas de tabaco que expresan la OC-I
presentaban cierto grado de resistencia frente a infecciones de TMV, y recientemente se ha
demostrado un ligero efecto inhibitorio de varias fitocistatinas sobre las cistein-proteasas de
un potivirus (41). No obstante, es necesario que las fitocistatinas presenten mayor afinidad y
especificidad por las proteasas viricas para ser buenos candidatos como moléculas
antivirales.

En 1999 se describio por primera vez la actividad antifiUngica de una cistatina de castafio
como inhibidor del crecimiento de los hongos fitopatégenos Botrytis cinerea , Colletotrichum
graminicola y Septoria nodorum y del saprofito Trichoderma viride (42), cuyos mRNAs se
acumulan en hojas inoculadas con esporas de B. cinerea .

Posteriormente, se han demostrado las propiedades fungicidas de fitocistatinas de cafa
de azucar, cebada, fresa y taro (3, 9, 43, 44). Sin embargo, aun hoy se desconoce el
mecanismo de accion de esta actividad. Se ha comprobado mediante mutagénesis dirigida de
la cistatina HvCPI-1 de cebada que los dominios de la proteina implicados en la inhibicion
enzimatica no son los responsables de su actividad antifungica (9). Ademaés, la cistatina
HVCPI-1 impide el crecimiento in vitro de B. cinerea, pero no se ha podido detectar la
presencia de cistein-proteasas ni en extractos proteicos del micelio ni del medio de cultivo
del hongo (9). Recientemente, se han observado alteraciones en la permeabilidad de las
membranas de B. cinerea y Fusarium oxysporum crecidos en presencia de HvCPI-1 (Martinez
et al., datos sin publicar). Sin embargo, la cistatina de taro que presenta un claro efecto
toxico sobre el crecimiento del micelio del hongo fitopatégeno Sclerotium rolfsii es capaz de
inhibir, a la vez, las cistein-proteasas de extractos de dicho micelio (44).



Otro argumento para implicar a las fitocistatinas en el sistema de defensa de la planta es
su induccién por herida y acido jasmoénico. El dafio generado por una herida mecanica o por
insectos fitéfagos produce una acumulacién de inhibidores de proteasas tanto a nivel local
como de forma sistémica. Ademas, se sabe que el acido jasmoénico es una fitohormona
implicada en la transduccién de sefiales que median la respuesta de la planta a la herida y al
estrés bidtico. Se han identificado cistatinas que se inducen tanto por herida como por metil
jasmonato, y se ha descrito que dichos tratamientos producen un aumento paralelo de la
actividad inhibitoria frente a papaina (23, 27). En tomate, sin embargo, se han caracterizado
y purificado cistatinas inducibles por &acido jasmoénico, cuyos niveles de expresion no
responden a herida (6).

Otros tratamientos abidticos como el estrés salino, la anaerobiosis, la sequia y la
incubacion a altas o bajas temperaturas, también inducen la expresion de fitocistatinas (17,
20, 23).

APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS

Uno de los mayores problemas de la agricultura moderna son los dafios causados por
especies fitopatdgenas que producen pérdidas anuales de las cosechas estimadas en un 18%
en el caso de los insectos fitéfagos y casi un 20% debido a enfermedades bacterianas y
fungicas. El control de plagas de cultivos y productos almacenados se realiza de forma
mayoritaria mediante la utilizacién de plaguicidas organicos de sintesis, cuyo uso mejora la
produccién pero provoca la aparicion de graves problemas medioambientales. La necesidad
de desarrollar métodos de control alternativos ecolégicamente aceptables es cada vez mas
apremiante y una de las estrategias de lucha ha consistido en el aislamiento, transferencia y
expresion de genes con capacidad insecticida y/o fungicida de origen natural, en especies
vegetales de interés agrondmico. La tecnologia del DNA recombinante y la transgénesis
vegetal han permitido que esta estrategia sea posible.

Muchos son los ejemplos publicados durante la ultima década en los que se han utilizado
fitocistatinas como transgenes insecticidas y se ha demostrado que las plantas establemente
transformadas con estos genes de origen vegetal presentan un aumento de la resistencia
contra insectos, nematodos, virus y babosas (Tabla I).

La fitocistatina mas utilizada como transgén de defensa ha sido la orizacistatina | de
arroz, OC-1, y una variante de la misma, la OC-1 D D 86 generada por mutagénesis dirigida,
en la que se ha eliminado el residuo 86 de su secuencia de aminoacidos correspondiente a
un &cido aspartico, confiriéndole mayor capacidad de inhibir cistein-proteasas (45). OC-1 y su
variante OC-1 D D86, se han expresado en al menos nueve especies vegetales distintas
(patata, tomate, arroz, arabidopsis, chopo, banana, colza, alfalfa y berenjena; Tabla I) con
las que se han realizado bioensayos con distintos organismos. Larvas de coledpteros, afidos,
neméatodos y babosas alimentadas con estas especies transgénicas han mostrado
alteraciones en sus enzimas digestivos que se han traducido en una disminuciéon del peso, y
han afectado a su desarrollo, fecundidad y supervivencia, dificultando en muchos casos que
se complete el ciclo vital de estos organismos plaga y por tanto, protegiendo las plantas de
sus efectos nocivos.

Aparte de la mencionada cistatina OC-1 de arroz, de las mas de 80 fitocistatinas
identificadas, solo las cistatinas OC-1l de arroz, CC-lI de maiz, AtCYS de arabidopsis, SC de
girasol y HvCPI-1 de cebada se han expresado transgénicamente en plantas (36, 46-49). Los
efectos producidos por las correspondientes proteinas expresadas en arroz, chopo, alfalfa y
patata han demostrado su papel de defensa contra los coledpteros Sitophilus zeamais ,
Chrysomela populi y Leptinotarsa decemlineata y neméatodos del género Globodera .



En algunos casos la presencia del transgén insecticida o los niveles de expresion de la
proteina que codifican, no son suficientes para alcanzar el grado de proteccion deseado. La
estrategia denominada gene pyramiding , que combina la expresion de mudltiples
transgenes insecticidas en una misma especie vegetal y la expresion bajo el control de un
promotor de dos genes insecticidas o fragmentos fusionados de los mismos han conseguido
aumentar la proteccién y a la vez reducir los riesgos de adaptacion y el desarrollo de
resistencia de los insectos (49-51). Un ejemplo representativo de las ventajas que aporta
esta estrategia se muestra en la resistencia aditiva frente al nematodo Globodera que
presentan las patatas que co-expresan la orizacistatina OC-1 D D86 y la cistatina CEWC (de
clara de huevo de pollo) y la combinacion de cistatinas SC de girasol con CEWC, en ambos
casos comparada con las resistencias parciales de cada gen expresado independientemente
(49).

Aunque como se ha descrito anteriormente, ensayos de inhibicién in vitro frente a hongos
fitopatbgenos han demostrado que las fitocistatinas también poseen propiedades
antifungicas, todavia no se ha comprobado su efecto en plantas transgénicas.

Finalmente, es importante mencionar el incremento de publicaciones que se han centrado
en analizar los posibles efectos de los transgenes insecticidas sobre organismos no plaga
ecolégicamente importantes para el medio, como son los enemigos naturales y los
parasitoides. Este tipo de estudios ha incluido a las fitocistatinas y hasta la fecha ningun
inhibidor de cistein-proteasas de origen vegetal utilizado como transgén ha mostrado efectos
negativos en las interacciones tritroficas analizadas (36, 52-54).

En conclusion, todos estos estudios refuerzan el papel de estas proteinas en la defensa
vegetal, y confirman su potencial biotecnolégico para la obtencién de plantas resistentes a
organismos fitopatdgenos.



Tabla I. Plantas transgénicas que expresan fitocistatinas v loz organismos-plaga
utilizados en los bicensayos,
Cistatina Planta Organismo diana Referencia
transformada

OC-1 chopo Chrpromeals tramulae Leple et al, 1995 (55)

OC-LIOC-TADSE | tormate Globoders pallida Urwin et al, 1995 (45)

G-I arroz Sikophilus zeamais Irie et al. 1996 (48]

OC-TADEE arabidapsis | Hetereders schachsii Urwin et al, 1997 (58]
Maloidogy ne incognits

OC-1 colza Cewtsrbpnchus assinmiiiz Girard et al, 1992 (52)

OC-1 colza Peplliodes chrysocephalz Girard et al. 1992 (57)

OC-TADSE atroz Maloidogy na incoqnita Wain et al. 1993 (59)

oC-1 patata Lepkinotarsa dacemiineats | Cloutier et al, 1999 (&0)

Z-1 calza Bats coarulescans Bonade-Bottino et al, 1999

[e1]

oC-1 patata Lapkinotarsa dacemiineats | Lecardonnel et al, 1999 (62

OC-TADSE arabidopsiz | Dereceras reticulatum Walker et al, 1999 [(£3)

OC-1 patata Lapkinotarsa dacemiineats | Cloutier et al, 2000 (&4

AECTYS chopao Chrpsommeals populi Delledonne et al, 2001 (47)

OC-1 patata Globoders pallida Urwin et al, 2001 (&5)

-1 patata Laptinotarsa dacemlinata Bouchard et al, 2003 (52)

-1 patata Laptinotarsa dacemlinata Bouchard et al, 2003 (53]

nZ-1 calza Mpzus prsicae Fahbe et al. 2003 (5]

OC-LOC-II alfalfa Fratylenchus penatrans Sarmac & Srigocki 2003 (48)

OC-TADSE patata Globodera pallida Urwin et al, 2003 (49)

OC-TADSE banana Radophelus similis Atkinson et al, 2004 [&7)

OC-TADSE patata Globodars pallids Celiz et al, 2004 (62)

OC-1 beranjena Mypzus parsicaa Ribeiro et al, 2008 [&£9)
Macrosiohurn auphorbiae

HwiZPI-1 patats Lepkinotarss dacemiinests | Alvarez-Alfagarne et al, 2008
Spedoptara litho ralis [36]

OC-TADSE+CpTI | arabidopsis | Heteredera schachtii Urwin et al, 1998 (50)

OC-TADSE+CpTI | arabidopsis | Retplanchulus raniformes Urwin et al, 2000 (51)

OC-TADSE+CpTI | tabaco Globodars tabacum Urwin et al, 2002 (70)

OC-TADSEHSC patats Globoders pailids Urwin et al, 20032 (49)
Globodera rostochiensis

Cistatinas de arroz (OC-1., OC-IADSE, OC-IIN; maiz (CC-1); arabidopsiz (AWSYS),

cebada (He-CPI) v girasol [SC)
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