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RESUMEN

Desde el inicio de la agricultura, el ser humano
ha buscado procedimientos para eliminar las plagas
de sus cultivos y cosechas. Aunque en la segunda
mitad del siglo XX se logré aumentar los
rendimientos gracias al uso de pesticidas sintéticos,
la biotecnologia actual busca igualar estos
rendimientos, utilizando compuestos que no son
nocivos para el ambiente. El desarrollo de plantas
transgénicas, que sintetizan inhibidores de enzimas
vitales para los insectos, es una opcion. En este
articulo se revisan las bases moleculares del
funcionamiento de los insecticidas sintéticos
utilizados y de los inhibidores naturales de plantas
de uso potencial, asi como las estrategias seguidas
para las investigaciones en el tema.

INTRODUCCION.

La lucha del hombre contra las plagas de
cultivos comenzo6 hace unos 16,000 afos, a la par
con la domesticacion de plantas y animales que
después, permitieron el desarrollo de la agricultura
(Thacker, 2002). EI 37% de las pérdidas de las
cosechas en todo el mundo se debe a plagas,
siendo los agricultores en pequena escala los mas
afectados. El efecto es aun mayor en las semillas
que deben ser almacenadas por largos periodos
(Franco et al., 2002). En el siglo XX, el uso de
insecticidas sintéticos fue un paso fundamental en
el control de plagas y por lo tanto en el aumento de
rendimiento de los cultivos. Sin embargo, los
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ABSTRACT

Since the beginning of agriculture, humanity has
looked for eliminating plagues from crops. Although
in the second half of 20™ century, harvest yields
were raised by the use of synthetic pesticides,
modern biotechnology concerns about reaching the
same yields by using non-toxic compounds. The
development of transgenic plants synthesizing plant
or bacterial proteinaceous inhibitors for insect vital
enzymes, is an actual option. In this paper, we
review the molecular basis of the classic synthetic
and modern natural insecticides with potential use.
Research strategies for the topic are also
discussed.

efectos nocivos sobre la salud humana y la
ecologia han limitado su uso, y una preocupacién
general de la sociedad es encontrar alternativas
que ofrezcan rendimientos en los cultivos similares
a los obtenidos con insecticidas sintéticos, sin
comprometer a la salud publica y al ambiente.
Aunque se han comercializado insecticidas
sintéticos con mecanismos de accidon novedosos,
que afectan procesos que los mamiferos no llevan
a cabo, como la muda en insectos (Nauen &
Bretschneider, 2002; Tunaz, 2004), su uso presenta
desventajas como alto costo, al ser necesario
utilizar mas de un compuesto debido a su
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especificidad. Ademas, mantienen cierta toxicidad
hacia mamiferos (Grafton-Cardwell et al., 2005).

La biotecnologia agricola ofrece soluciones a los
problemas de pérdidas de cultivos y cosechas por
plagas, asi como a los riesgos de salud que
representa la utilizacion de insecticidas
convencionales. Los biopesticidas, incluyen a
organismos entomopatdgenos (bacterias, virus,
hongos, nematodos), entomdéfagos (insectos
predadores o parasitoides) o algunos compuestos
organicos e inorganicos (Tamez Guerra et al.,
2001). Entre las sustancias organicas, los
inhibidores de enzimas de origen proteico son de
especial interés. Las enzimas son proteinas con
una importancia biolégica indudable, ya que
catalizan reacciones centrales en procesos
metabdlicos (Mahan et al., 2004) y sus inhibidores
estdn presentes en la naturaleza jugando
importantes papeles fisioldégicos, como la regulacién
de actividad de enzimas propias (Garcia-Carrefio &
Hernandez-Cortés, 2000) o en las plantas como
defensa ante enzimas de predadores (Konarev et
al., 2000). La sintesis, tanto de estos inhibidores
como de algunas enzimas de defensa como
quitinasas y proteasas puede ser inducida por
arriba de los niveles basales en algunos 6rganos,
como las hojas, en respuesta a los ataques de
plagas (Moreno et al., 1994). En agricultura se ha
recurrido al estudio de estas moléculas para
encontrar soluciones a dos grandes retos: la
pérdida de cultivos por ataque de plagas y la
utilizacion de compuestos sintéticos toxicos para su
control.

Las herramientas de la ingenieria genética son
Utiles para transferir genes de especies resistentes
a otras no resistentes, otorgando la posibilidad de
que esos cultivos se desarrollen en presencia de
plagas que normalmente podrian dafarlas. A la
fecha, se han producido plantas transgénicas con la
capacidad de sintetizar enzimas hidroliticas,
lectinas o inhibidores de enzimas (Bell et al., 2001).
Sin embargo, la utilizacion de este tipo de
herramientas requiri6, en un principio, el

conocimiento de las interacciones moleculares que
suceden durante la inhibicién de las enzimas, asi
como estudios de factibilidad biolégica en
biotecnologia, que son los pasos previos al disefio
de inhibidores mas eficientes y especificos. En éste
articulo se revisan las estrategias y avances en el
campo de control de plagas, a través del
conocimiento de las interacciones moleculares que
se dan entre los cultivos y sus plagas, cuando estos
se encuentran en contacto. Especificamente, el
estudio de los inhibidores naturales y sintéticos que
reducen la capacidad catalitica de algunas enzimas
de organismos plaga, como acetilcolinesterasa,
quitin sintasa, a-amilasas y proteasas.

PLAGUICIDAS CONVENCIONALES.

Los plaguicidas son sustancias que sirven para
combatir a los organismos que afectan el desarrollo
de los cultivos y del ganado. Normalmentej incluyen
compuestos de las clases de organofosfatos,
carbamatos, piretrinas, piretroides sintéticos vy
organoclorados (Tabla 1). Los dos primeros son
inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa (ver
siguiente apartado), mientras que los tres ultimos
afectan los canales i6nicos de las neuronas
(canales de sodio) (Skinner, 2005), los cuales son
regulados por voltaje y sirven para transmitir
impulsos nerviosos a través de potenciales de
accion que se esparcen por las dendritas y axones
(Raymond-Delpech et al., 2005). Las vias por las
que los plaguicidas sintéticos afectan al humano,
son la exposicion directa o el consumo de alimentos
con residuos de estos compuestos (Pitarch-
Arquimbau, 2001). Todos los organismos con un
sistema neuronal pueden ser afectados por estas
clases de compuestos quimicos. Esto representa
una desventaja para el uso de insecticidas
sintéticos. Por otro lado, el costo de desarrollo de
nuevos insecticidas es alto, ya que cada uno se
selecciona de entre cientos de candidatos, en base
a caracteristicas deseadas de actividad insecticida
alta y baja toxicidad ante mamiferos, entre otras
(Casida, 1973).
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Tabla 1. Clases quimicas y caracteristicas generales de algunos insecticidas sintéticos.

Clase quimica | Ejemplo

Estructura

Mecanismo de accién

Organoclorados DDT

@ ¢ de sodio de las neuronas.

Afecta el cierre de los canales

Inhibidores de

. 5 o
Organofosfatos Ticlofos CH.O. I acetilcolinesterasa. Afectan
metil ::Hjoj P-0 CH, irreversiblemente el sistema
3 nervioso.
a d
Inhibidores de
Carbamatos Metiocarb acetilcolinesterasa. Afectan

reversiblemente el sistema

nervioso.
a d

Bloqueo de los canales idnicos

— O CN
([} |
. . ol CHCO-CH# -0 i
Piretroides Fenvalerato _@' O[ O neur_onales. Afectan el sistema
CHICH) nervioso.
a d
! Bloqueo de los canales i6nicos
oo o neuronales. Afectan el sistema
Piretrinas Cinerin Il nervioso.
b

d

®Kojima et al. (2004), bGerberding (2003), “Vijverberg et al. (1982), Skinner (2005).

Inhibidores de acetilcolinesterasa

Por mucho tiempo se ha sabido que el bloqueo
de acetilcolinesterasa (AChE; EC 3.1.1.7;
acetilcolina  hidrolasa) por los compuestos
organofosforados, como los insecticidas vy
sustancias utilizadas para la guerra, ocasiona
rapidamente la muerte por fallas respiratorias
(Chatonnet et al., 2003). La acetilcolina (ACh),
participa en la neurotransmision en sinapsis
neuromusculares, y su concentraciéon en las
hendiduras sinapticas esta regulada por la enzima
AChE. La AChE esta presente en el tejido nervioso,
musculos y células rojas, y cataliza la hidrélisis de
acetilcolina a colina y acido acético, permitiendo la
transmision del impulso neuronal a través de la
sinapsis (Chatonnet et al.,, 2003). Este mecanismo
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es utilizado para la neurotransmisién por diversos
grupos de animales.

Con el uso rutinario de los inhibidores de AChE,
desde mediados del siglo XX, se han reportado
mas de 500 especies de artrépodos considerados
plaga que presentan resistencia ante ellos (Levitin
& Cohen, 1998). Smissaert (1964), demostrd que la
resistencia de la arafa Tetranychus urticae a los
compuestos organofosforados, estaba relacionada
a un cambio estructural en la acetilcolinesterasa,
que hacia a la enzima menos reactiva a dichos
compuestos. De igual manera, estudios realizados
sobre la especie de barrenador de granos
resistente a  insecticidas  organofosfatados,
Rhyzopertha dominica, demostraron que no
existian compuestos detoxificantes en el
organismo, sino que la resistencia se lograba a
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causa de la insensibilidad de la enzima ante las
sustancias (Guedes & Dover, 1997). Para entender
el mecanismo de la resistencia de
acetilcolinesterasas de insectos hacia sus
inhibidores, se ha recurrido al estudio tanto de las
proteinas, como de los genes que las codifican. La
secuenciacion del genoma completo de la mosca
de la fruta Drosophila melanogaster fue un paso
prometedor en el area de estudio (Raymond-
Delpech et al., 2005). Para el entendimiento de las
causas estructurales de la resistencia a
compuestos organofosfatados, se han realizado
experimentos usando mutagénesis dirigida, en los
cuales se ha encontrado que la insensibilidad de la
enzima a dichos inhibidores, puede estar
relacionada con algunos cambios conformacionales
en el sitio activo, y en sus parametros cinéticos
(Vontas et al., 2002). Recientemente se han
caracterizado genes de AChE de ofras especies.
En el caso de la cucaracha alemana Blattella
germanica, se caracterizaron dos genes
codificantes de acetilcolinesterasa, en busca de
funciones no sinapticas de esta enzima en el
organismo. La presencia de dos
acetilcolinesterasas con funciones diferentes en
insectos, ha propiciado una serie de investigaciones
que buscan definir cual de las dos es responsable
de la resistencia que presentan algunas especies
ante insecticidas organofosfatados y carbamatos
(Kim et al., 2006), lo cual permitiria el desarrollo de
sustancias que actuen especificamente inhibiendo
la enzima deseada.

El estudio de la interaccion de inhibidores con
la acetilcolinesterasa ha sido util para resolver el
problema de las pérdidas de cultivos por insectos;
sin embargo, el uso de pesticidas sintéticos va en
descenso (Thacker, 2002), debido a que existen
otro tipo de compuestos que ofrecen alternativas
para el control de plagas, que reducirian el dafo
que provocan los pesticidas convencionales al
ambiente. Una de ellas, es la utilizacién de
reguladores del crecimiento de insectos. Estos
compuestos, actuan bloqueando algunas rutas del

metabolismo de los insectos alterando la muda.
Aunque el mecanismo de algunos de ellos no es
comprendido adecuadamente, se sabe que afectan
la sintesis de la quitina, ya sea directamente sobre
la enzima quitin sintasa, o bien sobre procesos
relacionados a ella.

Inhibidores de quitin sintasa.

La quitina es un homopolimero de N-
acetilglucosamina, que entre muchas otras
funciones forma el exoesqueleto de artrépodos
(Tellam et al., 2000; Zheng et al., 2002). Como su
nombre lo indica, la quitin sintasa, E.C. 2.4.1.16;
UDP-N-acetil-D-glucosamina: quitina 4-B-N-
acetilglucosaminil transferasa, es la enzima
encargada de la sintesis de quitina. En insectos, se
ha demostrado que la enzima quitin sintasa actua
coordinadamente con la quitinasa durante la muda
y el desarrollo (Bolognesi et al., 2005) y por lo tanto
es blanco de investigaciones que buscan interferir
con el vital proceso.

El primer inhibidor conocido de quitin sintasa,
es el diflubenzuron. EI mecanismo de este
insecticida no es bien comprendido, pero se
proponen tres posibles mecanismos de este
compuesto: 1) inhibicion de quitin sintasa, 2)
inhibicibn de proteasas involucradas en la
activacion de quitin sintasa y 3) inhibicion de el
transporte de UDP-N-acetilglucosamina a través de
la membrana celular (Tunaz, 2004).

Las investigaciones que tratan este tipo de
inhibidores sintéticos siguen vigentes, sin embargo
la biotecnologia tiene la posibilidad de sustituir los
compuestos sintéticos por inhibidores enzimaticos
de origen proteico, que estan presentes
naturalmente en algunas plantas, como defensa
ante ataques de plagas. La utilizacion de estos
compuestos tiene la ventaja de no presentar ningun
riesgo para organismos mamiferos, pero requiere el
seguimiento de estrategias que van desde la
identificacion de compuestos candidatos para su
estudio, hasta el entendimiento del mecanismo de
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accion, utilizacion, y disefio de compuestos con
caracteristicas mejoradas.

INHIBIDORES PRESENTES NATURALMENTE
EN PLANTAS.

Muchas plantas contienen inhibidores para
enzimas, principalmente hidrolasas, inhibidores que
generalmente son proteinas. Estos inhibidores
forman complejos con las enzimas, bloqueando el
sitio catalitico o modificando la conformaciéon de la

enzima, lo cual trae como consecuencia la
reduccion de la actividad catalitica (Kokiladevi et al.,
2005). En la figura 1, se esquematizan las
estrategias que se siguen en las diversas
investigaciones que tema de los
inhibidores de enzimas presentes en plantas, con
posible utilizacién biotecnoldgica. Cada uno de
estos pasos ya ha sido abordado, ya sea para
inhibidores de a-amilasas o proteasas, en plantas
de diferentes especies.

tratan el

Observacion:
plantas recistentes a

glguna especie de insecto

leomlﬂcmlén de la

Sustancia de origen

ustancia responsable no protelco
Secuenclaclén y Sustancia de origen | Purificaciény |
codificante L 1
Secuenciacion Aplicacién directa
Transferencia del gen: ¥y modelacién del péptido sobre cultives
otras especies codificando \, \ v,

el péptido de interéds

v

“ ( Elucidacién del
Probar resistancla a Insactos, nr.::t:::rl:::i‘:&d;‘im:g:,
propiedades de digestibilidad g
¥ produccidn de un péptido

de Iz sspacie transgénica

(.

con mejores caracteristicas

Fig. 1. Estrategias seguidas en la busqueda y utilizacion biotecnolégica de inhibidores de enzimas, para el combate de

plagas.

Inhibodores de a-amilasas

Las a-amilasas (EC 3.2.1.1; a-1,4,-glucano-4-
glucanohidrolasas) son
ampliamente distribuidas en la naturaleza,
encontradas en animales, plantas y
microorganismos. Pertenecen a la familia 13 de las

enzimas hidroliticas
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glicanohidrolasas (Koukiekolo et al., 1999) y estan
encargadas de la degradacién de polisacaridos
unidos por enlaces a-1,4, como lo son el almidén y
el glucéogeno. También tienen  utilizacidon
biotecnolégica para la degradacion de almidén, y en
quimica sintética para la produccion de
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oligosacaridos por transglicosilacién (Franco et al.,
2000). La a-amilasa mas conocida es la de
pancreas porcino (PPA, Porcine Pancreatic
Amylase). Por lo tanto, los estudios involucrados
con la actividad e inhibicion de la actividad de o-
amilasas de diversas especies toman como
referencia las caracteristicas de la PPA, cuyo
mecanismo ha sido ampliamente descrito
(Koukiekolo et al., 1999; Oudjeriouat et al., 2003).
Las a-amilasas pueden ser inhibidas por una serie
de compuestos proteicos y no proteicos (Franco et
al., 2000). A diferencia de los inhibidores naturales
de proteasas, los inhibidores de a-amilasas
presentes naturalmente en plantas han sido menos
estudiados. La enzima blanco, la a-amilasa, juega
un rol crucial en los organismos, entre ellos los que
son considerados plagas, por Ilo tanto el
conocimiento del mecanismo de inhibicion y la
relacion entre estructura y funcién es objeto de
diversos estudios. Se han descrito inhibidores
presentes en plantas que actiuan selectivamente
sobre amilasas de insectos sin afectar amilasas de
mamiferos (Martins et al., 2001). Esta caracteristica
es una de las mas importantes para considerar la
utilizacion de un inhibidor natural como pesticida.
Algunas de las plantas que contienen inhibidores
de a-amilasas son el frijol, amaranto, papa, maiz,
trigo y cebada. Estos inhibidores son responsables
de la toxicidad de algunas plantas hacia insectos, y
su conocimiento es relativamente reciente. Anterior
al trabajo de Huesing et al (1991), se
comercializaba lectina de frijol como un producto
insecticida. En dicho trabajo, se comprobd que la
contaminacion con un inhibidor de a-amilasas, y no
la lectina fitohemaglutinina, ocasionaba que el
producto fuera téxico contra insectos. En 1990,
Moreno et al. purificaron y caracterizaron un
inhibidor de a-amilasas, tipo lectina, de la misma
especie de frijol. Este inhibidor se encuentra en
forma de agregados (Mr=32,000) de 5 cadenas
peptidicas de Mr=14,000 a 19,0000, cuatro de las
cuales se encuentran glicosiladas. Este polipéptido
es capaz de inhibir a-amilasas tanto de mamiferos

como de insectos, pero no de plantas, por lo que se
sabe que es una proteina con funciones de defensa
contra depredadores. Para ser activo, el inhibidor
debe pasar por un procesamiento postraduccion o
activacion. La activacion de estos péptidos fue
estudiada por Pueyo et al. (1993). Se encontré una
correlacién entre la disminucion de la concentracion
de un péptido de 32 kDa, con la apariciéon de uno
de 19 kDa, acompafiado de la actividad inhibitoria.
También lograron producir un mutante Asn77Asp,
que no podia ser activado. Por lo tanto, concluyeron
que estos inhibidores se sintetizan como
proproteinas, y se demostré que la activacién
incluye un corte proteolitico. Genes de inhibidores
de a-amilasas presentes en frijol han sido
transferidos a otras plantas para probar su efecto
insecticida. De igual manera, se ha probado el
efecto antinutricional en ratas alimentadas con el
inhibidor como ingrediente del alimento. Aunque se
sabe que un inhibidor aislado e incluido en alimento
para ratas retarda el crecimiento de estos
organismos, se ha demostrado que la transferencia
del gen de un inhibidor de a-amilasa de frijol no
tiene efecto sobre el valor nutricional de una planta
de chicharo transgénica, que sintetiza dicho
inhibidor (Pusztai et al., 1995; 1999). Ademas, los
genes transferidos a esta planta le han ofrecido
resistencia al ataque de gorgojos (Bruchus pisorum)
(Morton et al., 2000).

La estructura de los inhibidores de a-amilasas
ha sido estudiada para conocer las caracteristicas
moleculares que le otorgan la especificidad para
enzimas de insectos. Dos inhibidores de a-amilasas
de frijol (a-Al1, a-Al2) presentan diferente
especificidad. Las a-amilasas de insectos son
inhibidas por el a-Al2, pero no por el a-Al1. En
contraste, la a-amilasa porcina es inhibida por el a-
Al1, pero no por el a-Al2. La sustitucion de la His33
de a-Al2, por una secuencia tipica del a-Al1, Ser-
Tyr-Asn, provocod la pérdida de la actividad
inhibitoria de a-Al2 ante las a-amilasas de insectos.
Sin embargo, esta pérdida de actividad inhibitoria
sobre las a-amilasas de insecto no fue acompafada
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por la adquisicion de actividad inhibitoria ante a-
amilasa porcina (Mattar da Silva et al., 2004). El
estudio computacional detallado  de las
interacciones entre el inhibidor y la enzima permitié
establecer cual region en la estructura del inhibidor
le dan la especificidad ante la enzimas de insectos
0 mamiferos.

Otra de las especies que han recibido atencién
por contener inhibidores de a-amilasas es el
amaranto (Amaranthus hypoondriacus). Chagolla-
Lopez et al (1994) describieron el inhibidor a -Al
que inhibe a-amilasas de larvas del gorgojo
Tribolium castaneum y del barrenador de granos
Prostephanus truncatus, sin afectar a-amilasas de
mamiferos. Este inhibidor es el mas abundante
presente en la especie, y es responsable de mas de
la mitad de la actividad inhibitoria de a-amilasas de
los extractos crudos de amaranto. El inhibidor esta
compuesto por 32 residuos de aminoacidos y
contiene dos puentes disulfuro intercatenarios. Su
estructura ha sido elucidada y se han descrito los
cambios que presenta al unirse a la a-amilasas del
escarabajo Tenebrio molitor, actuando como una
cubierta que bloquea especificamente el sitio activo
de la enzima (Lu et al., 1999; Martins et al., 2001).

Inhibidores de a-amilasas de trigo también han
sido estudiados. Cinco inhibidores de esta planta
fueron probados contra enzimas de tres especies
de insectos y sus caracteristicas estructurales
fueron utiles para explicar el mecanismo de
inhibicién (Franco et al., 2000). En ese estudio se
observaron los efectos que el tamafio y carga de
cadenas laterales de aminoacidos, asi como una
mutacién dirigida Cys52Pro tienen sobre la
conformaciéon de los inhibidores, y por lo tanto
sobre la especificidad hacia diferentes tipos de a-
amilasas.

Inhibidores de proteasas.

Las proteasas (EC 3.4) catalizan la hidrdlisis de
los enlaces peptidicos, reconociendo el extremo
carboxilo de un residuo de aminoacido (Garcia-
Carreiio & Navarrete del Toro, 1997). Estas
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enzimas llevan a cabo importantes papeles
fisiolégicos, como lo son la digestion, activacion de
proenzimas o prohormonas, entre muchas otras
(Garcia-Carrefio, 1992). Por ello, afectar Ia
actividad de estas enzimas puede redundar en
controlar plagas. Paraddjicamente, la mayoria de
los inhibidores de proteasas son proteinas, lo que
obliga a conocer los mecanismos por medio de los
que un inhibidor no sélo no es hidrolizado por una
proteasa, sino que incluso le reduce la capacidad
para hidrolizar otras proteinas no inhibidores. Estas
propiedades ocasionan que los inhibidores de
proteasas sean objeto de estudios tanto de ciencia
basica como de aplicaciones de la misma. Los
inhibidores proteinicos de enzimas proteoliticas han
sido reportados en todos los taxas, y son
particularmente abundantes en 6rganos de
almacenamiento, como semillas o huevos, donde
representan una gran proporcion de la fraccién
soluble de proteinas (Konarev et al., 2000). La
presencia, evolucion, tipos y potenciales
aplicaciones en la lucha contra insectos vy
patégenos de inhibidores de proteasas en diversas
especies de plantas han sido ampliamente
revisados (Ryan, 1973; Lawrence & Koundal, 2002;
Valueva & Mosolov, 2004; Christeller, 2005; Fan &
Wu, 2005;). Una de las fuentes de inhibidores de
proteasas mas estudiadas es la bacteria Bacillus
thuringiensis. Inhibidores de proteasas, obtenidos
de esta bacteria ya son aplicados de manera
directa, o bien, los genes que codifican a los
inhibidores son transferidos a las plantas de interés
(Oppert, 1999). En esta seccién se hablara de las
estrategias seguidas para llegar al entendimiento
de las caracteristicas estructurales y la interaccion
entre las moléculas de insectos y plantas.
Distribuidas en diversas especies de plantas,
existen al menos 10 familias de inhibidores de
proteasas, especificos para una de las cuatro
clases caracteristicas de proteasas (serin-, cistein-,
aspartil- y metalo proteasas), que son sintetizados a
causa de una herida, por una serie de genes
involucrados en sanar estas heridas y prevenir
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futuros ataques. Debido a que las pestes de
insectos con importancia econémica como las
clases Lepidoptera, Diptera y Coleoptera, utilizan
serin- y cistein proteasas en sus sistemas
digestivos para degradar proteinas que ingieren en
el alimento, se han realizado esfuerzos para
desarrollar plantas transgénicas utilizando clases
de inhibidores que actiuen sobre estas proteasas
(Ussuf et al., 2001).

La identificacion de plantas que contienen
naturalmente inhibidores de proteasas es uno de
los primeros pasos en la busqueda de proteinas
con aplicaciones biotecnolégicas potenciales.
Inhibidores de serin- y cistein proteasas se han
identificado en algunas especies de plantas. En la
planta de mijo perla, se encontré6 una funcién
antifungica del inhibidor de cistein proteasas, que
sirve ademas como defensa contra depredadores.
En este estudio, se demostr6 que la actividad
inhibitoria dependia de la presencia de iones de
zinc, que son indispensables para mantener la
estructura secundaria y terciaria (Joshi et al., 1999).

Una vez identificados los genes que codifican
para los inhibidores de proteasas, se ha intentado
producir plantas transgénicas que sean capaces de
resistir ataques de plagas. Pujol et al. (2005),
produjeron plantas de tabaco transgénico, que
sintetiza inhibidores de tripsina de chicharo. Estas
plantas, fueron capaces de inhibir proteasas del
gusano Heliothis virescens, lo cual fue observado a
través de la inhibicién del crecimiento de sus larvas.
En otro estudio, se produjeron plantas transgénicas
de la planta Populus nigra, sintetizando inhibidores
de tripsina de tipo Kunitz. Aunque se demostré que
el inhibidor reconocia las proteasas de las
mariposas Lymantria dispar 'y Clostera
anastomosis, un ensayo in vivo no arrojé
diferencias significativas entre el crecimiento vy
mortalidad de los insectos alimentados con plantas
transgénicas y plantas control (Confalonieri et al.,
1998). A la luz de estos resultados, se puede
concluir que no basta con el manejo adecuado de la
ingenieria  genética para  producir plantas

transgénicas efectivas. El conocimiento detallado
de la fisiologia de las especies consideradas peste
es de suma importancia.

Debido a esto, el estudio de la resistencia de
insectos, a algunas plantas transgénicas ha llevado
al estudio detallado de las bases moleculares para
que esto suceda. Una de las estrategias
estudiadas, es la inactivacion del inhibidor por parte
de las proteasas blanco. Giri et al. (1998),
identificaron los inhibidores de proteasas presentes
en garbanzo (Cicer arietnum), y los probaron ante
las  proteasas  digestivas  del
(Helicoverpa armigera). Se demostré que los
inhibidores de la planta son propensos al ataque de
las enzimas del insecto, lo cual permitiria el
desarrollo normal del insecto. Otro mecanismo de la

barrenador

resistencia a inhibidores es la sintesis de enzimas
que compensen la inhibicion de otras por parte de
los inhibidores de las plantas. Este mecanismo de
adaptacién fue estudiado por Jongsma et al. (1995)
y su modelo de estudio fueron larvas de la
mariposa Spodoptera exigua. Ademas, Ferry et al
(2003, 2005), realizaron un par de trabajos donde
estudiaron un sistema que a diferencia de otros
estudios, incluia 3 niveles troficos
(planta>plaga->depredador). Se intentd6 demostrar
que una planta de colza transgénica, expresando
inhibidores especificos para las proteasas de
depredadores oportunistas que consumen a las
plagas de las plantas, afectaba a dichos
depredadores. Se observd que los organismos
plaga acumulaban al producto del gen transferido a
la planta, y que dichos inhibidores acumulados en
las plagas, eran detectados en los depredadores de
las plagas. Sin embargo, no encontraron diferencias
en desarrollo ni supervivencia del depredador. La
sintesis de proteasas insensibles al inhibidor, por
parte del depredador, fue la causa por la que su
desarrollo no fue afectado. Finalmente, el estudio
de la resistencia de insectos fue explicado con
bases de la estructura molecular de las proteinas
involucradas por Bayés et al. (2005). Se estudio la
razén de la insensibilidad de una carboxypeptidasa
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del gusano de maiz Helicoverpa zea, sintetizada en
respuesta a la presencia de un inhibidor de
carboxypeptidasas de papa. La resistencia de la
enzima, que es muy similar a una enzima
susceptible al inhibidor, se debe a un reacomodo en
las regiones de loops especificos, que lleva al
desplazamiento del sitio activo, impidiendo la
interaccion con el inhibidor. Las estrategias
utilizadas tanto por plantas e insectos para
sobrevivir, es producto de una historia de co-
evolucion (Mello & Silva-Filho, 2002) que
actualmente es un interesante modelo de estudio.

El disefio de inhibidores de proteasas con
mejores caracteristicas es una estrategia utilizada
en investigaciones recientes. Outchkourov et al.
(2004) disefiaron un inhibidor con multiples
dominios presentes en algunos inhibidores de
cistein proteasas. Este inhibidor fue probado
primero ante proteasas presentes en las plantas y
se demostré que era mas resistente que los
inhibidores que contienen los dominios individuales.
Ademas, fue producida una papa transgénica, que
sintetizaba el inhibidor multidominio, encontrandose
un incremento de la resistencia ante el ataque de
trips Frankliniella occidentalis.

CONCLUSIONES

El desarrollo de insecticidas es un area con
muchas opciones para la investigacion. Aunque se
han utilizado por mas de medio siglo, aun hay
mucho que estudiar sobre los insecticidas sintéticos
y su mecanismo de accion, asi como de la
respuesta que inducen en las plagas, ya sea para
eliminarlas o para dar lugar a variedades
resistentes. Esto es aun mas cierto para el campo
de los biopesticidas modernos. En este caso, los
inhibidores de a-amilasas y proteasas son dos de
los mas conocidos y estudiados, debido a que el
funcionamiento de dichas enzimas es vital para el
desarrollo de los organismos que las sintetizan.

En base a procesos de co-evolucion, las
plantas y los insectos han adquirido mecanismos
para desarrollarse, uno en presencia del otro. La
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biotecnologia ha intervenido en este proceso
porque su entendimiento apropiado tiene
importancia econdmica para el hombre. Factores
adicionales como el crecimiento exponencial de la
poblacibn humana han aumentado aun mas el
interés por afectar los procesos de produccion.

Gracias a investigaciones bdsicas que han
estudiado algunas moléculas encargadas de la
defensa de las plantas, ante el ataque de sus
depredadores, se ha llegado a la comercializacion
de algunas sustancias de origen natural que
aumentan el rendimiento de cultivos y cosechas. De
igual manera se
transgénicas, cuyas plantas tienen la capacidad de
resistir al ataque de sus depredadores naturales.
Dichos productos se encuentran hoy al alcance de
agricultores interesados. Debido a la cantidad de
informaciéon que se genera actualmente sobre el
tema, se espera que el numero de compafias
dedicadas a su produccidon y comercializacion
crezca cada dia, aumentando la disponibilidad de
sus productos. Ademas, actualmente, ya se han
logrado disefiar moléculas con caracteristicas que
sobrepasan a las que las plantas tienen
naturalmente. Los pasos futuros son llegar a
comprender a fondo fenémenos como la resistencia
de algunos insectos a plantas que sintetizan
inhibidores de enzimas, ya que los mecanismos de
adaptacioén tienen bases moleculares y pueden ser
abordados por la biotecnologia.
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